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1. Einleitung

Das Zytokin Interleukin-6 (IL-6) ist seit Langem bekannt als einer der Schlisselmediatoren in diversen
chronischen Entziindungskrankheiten, wie der rheumatoiden Arthritis, (Hermann, Fleischer et al. 1989;
Madhok, Crilly et al. 1993; De Benedetti, Massa et al. 1994; Polgar, Brozik et al. 2000; Nowell, Richards et
al. 2003), Asthma, den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (Hyams, Fitzgerald et al. 1993; Atreya,
Mudter et al. 2000; Podolsky 2002; Shanahan 2002; MacDonald 2003; Xavier and Podolsky 2007)
Atheriosklerose, der Castleman-Krankheit (Yoshizaki, Matsuda et al. 1989), mesangialer
Glomerulonephritis, Fieber, Sepsis (Waage, Brandtzaeg et al. 1989; Barkhausen, Tschernig et al. 2011)
sowie der Darmkarzinogenese (Becker, Fantini et al. 2005; Grivennikov and Karin 2008; Grivennikov, Karin
et al. 2009). Aber auch fur die Akute-Phase-Reaktion in der Leber spielt IL-6 eine herausragende Rolle
(Bode, Albrecht et al. 2012). Gleichzeitig ist IL-6 aber auch unter physiologischen, nicht entziindlichen
Bedingungen wichtig fiir Differenzierung, Homoostase und Wachstum einer Reihe von Zellen wie
Lymphozyten, Endothelzellen, hepatischen Vorlauferzellen oder neuronalen Zellen (Peters, Muller et al.
1998; Takeda, Kaisho et al. 1998). Gerade die herausragende Stellung in pro- wie antientziindlichen
Prozessen macht IL-6 und seine Blockade zu einem attraktiven therapeutischen Ziel und damit zum
Mittelpunkt einer Vielzahl wissenschaftlicher und klinischer Studien (Jones, Scheller et al. 2011; Galun and

Rose-John 2013).

Die chronisch entziindliche Darmerkrankung (CED) beinhaltet mehrere Krankheitsbilder, deren
gemeinsames Merkmal eine UberschieBende Aktivitit des Immunsystems ist.! Eine solche chronische
Entzindung des Darms geht bei einer Colitis assoziierten Darmkrebsentwicklung (CAD) der
Krebsentwicklung voraus. Durch den vielfaltigen Einfluss von IL-6 auf Zellen des Immunsystems kommt

diesem Zytokin gerade im Entziindungsablauf der CED eine besondere Bedeutung zu.

Die UberschieRende Aktivitdt des Immunsystems kann sich genetisch bedingt oder unter dem Einfluss
bestimmter Umweltfaktoren entwickeln (Ferguson, Shelling et al. 2007). Der lebenslange Verlauf der
beiden Auspragungen der CED, Morbus Crohn und Colitis ulcerosa, fuhrt dabei fir den Patienten zu
erheblichen Belastungen in Form von Krankheitsschiiben, die durch abdominale Schmerzen, nicht-blutige
Diarrhéen, rektale Blutungen, Gewichtsverlust und Fieber geprdgt sein konnen. Abhidngig vom
Krankheitszustand zeigen zudem ca. 15% aller Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

schwere depressive Symptome (Bokemeyer, Hardt et al. 2013).

In den aktuellen Therapieempfehlungen der S3-Leitlinien flir chronisch entziindliche Darmerkrankungen
stehen derzeit jene Medikamente im Vordergrund, die eine breite immunsupressive Wirkung und

entsprechende Nebenwirkungen entfalten. Darliber hinaus werden Biologika, also genetisch hergestellte

! Die Pravalenz, Inzidenz und erhebliche wirtschaftlichen Dimension der chronischen Darmerkrankungen wird in einem separaten
Anhang dargestellt.



Proteine, insbesondere Hemmstoffe des Tumornekrosefaktors (TNFa), der an der Regulierung der

Zellaktivitit des Immunsystems mitwirkt, empfohlen. 2

Nun liegt es nahe, eine Blockade von IL-6, wie sie mit Tocilizumab als Therapie im Rahmen der
rheumatoiden Arthritis etabliert ist, auch auf die Behandlung der chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen zu (bertragen.® Eine komplette Blockade von IL-6, wie sie beispielsweise durch
Tocilizumab erfolgt, fihrt aber neben der beabsichtigten Entziindungshemmung unter anderem zu einer
eingeschrankten Regeneration des Darmepithels und der Wundheilung und damit zu erheblichen Schaden
an der Darmoberflache bis hin zur Perforation (Grivennikov, Karin et al. 2009; Schiff, Kremer et al. 2011;
Tanaka, Narazaki et al. 2012; Kuhn, Manieri et al. 2014). Daher ist Tocilizumab gerade fiir die Behandlung
der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen nicht zugelassen. Folglich stellt sich die Frage, ob nicht
eine selektive Blockade der proinflammatorischen Wirkungen von IL-6 eine gezielte Behandlung der
Entziindungsprozesse ermdglicht, ohne die antiinflammatorischen Eigenschaften von IL-6 unter anderem

im Rahmen der Regeneration des Darmepithels und der Wundheilung einzuschranken.

In der vorliegenden Arbeit wird zunachst IL-6 mit seinen Rezeptoren und Signalwegen sowie deren
Wirkungsweise dargestellt. AnschlieRend folgt ein kurzer Uberblick iber die allgemeine Pathologie der
chronisch entziindlichen Darmerkrankung und die besondere Rolle von IL-6 in der Chronifizierung
entziindlicher Darmerkrankungen, der Regeneration des Darmepithels und der Colitis assoziierten
Darmkarzinogenese. Im Anschluss werden die unterschiedlichen Moglichkeiten zur Blockade von IL-6
diskutiert und die selektive Blockade von IL-6 als potentiell besserer Therapieansatz fiir die chronisch

entzindlichen Darmerkrankungen und den Colitis assoziierten Darmkrebs dargestellt.

Im Folgenden werden dann im Rahmen eines Colitis- und eines Krebs-Colitis-Modells die Auswirkungen
einer selektiven Blockade von IL-6 untersucht und die Ergebnisse hinsichtlich ihres Aussagegehalts
diskutiert. Zum Abschluss wird der Therapieansatz der selektiven IL-6-Blockade fiir die Behandlung der
chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen, speziell im Hinblick auf Infektionsrisiko und metabolische

Nebenwirkungen, mit den etablierten Therapieansatzen verglichen.

2 Auf TNFa-Blocker entfallen bei Morbus Crohn ca. 58% bzw. bei Colitis ulcerosa 30% der direkten medizinischen Gesamtkosten,
wenn gleich nur 8,2% bzw. 2,5% aller Morbus Crohn- bzw. Colitis ulcerosa-Patienten einen TNFa-Blocker einsetzten (Prenzler,
Mittendorf et al. 2009; Prenzler, Bokemeyer et al. 2010; Prenzler, Bokemeyer et al. 2011).

3 Eine solche Ubertragung einer erfolgreichen Therapie von einem anderen Entziindungsgeschehen auf die chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen zeigt jedoch eventuell gegenteilige Effekte. So fiuihrte zum Beispiel die Anwendung von humanen IL-17
Antikorpern, wie sie in der Behandlung von Psoriasis etabliert ist, bei Patienten mit Morbus Crohn zu einer Verschlechterung der
Krankheit (Hueber, Sands et al. 2012).



1.1  IL-6, seine Signalwege und deren Wirkungen

Das Zytokin IL-6 gehort als pleiotropisches Zytokin (neben LIF, OSM, CNTF, CT-1, CLC-1, NP, IL-11, IL27 und
IL-31) zur Familie der Zytokine, die (mit Ausnahme von IL-31) mit Hilfe des Glykoproteins 130 (gp130) ihre
Wirkung entfalten. Hierfir bindet IL-6 zundchst an einen Rezeptor (IL-6R bzw. CD126, gp80 —
Molekulargewicht 80 kDa)). Dieser Komplex (IL-6/IL-6R) bildet wiederum mit zwei Signalmolekiilen gp130
(Molekulargewicht 130 kDa) einen weiteren Komplex, durch den im Verlauf intrazellulare Signalkaskaden

aktiviert werden.

IL-6R ist in seiner membrangebundenen Form (mlIL-6R) im Gegensatz zu gp130 auf wenige Zelltypen
beschrankt. Der Signalweg Uber mIL-6R wird als klassisches Signaling bezeichnet und spielt eine
wesentliche Rolle in antiinflammatorischen Prozessen wie der Induktion von Akute-Phase Proteinen, der
Regeneration von Intestinalepithel bzw. der Hemmung von Epithelapoptose, der Regulierung der

Homoostase von Glukose sowie der Kontrolle bakterieller Infektionen (Scheller, Chalaris et al. 2011).

Daneben kommt der IL-6-Rezeptor auch in einer I6slichen Form (sIL-6R) vor. Dieser l6sliche Rezeptor
entsteht entweder durch alternatives SpleiBen oder direkte proteolytische Abtrennung (shedding) der
membrangebundenen Variante (Mullberg, Schooltink et al. 1993). IL-6, gebunden an sIL-6R, kann nun an
den Zellen Wirkung entfalten, die das Glykoprotein gp130, nicht aber IL-6R auf ihrer Membran
exprimieren, was den Wirkungsspielraum von IL-6 deutlich erweitert. Die Signalkaskade tber IL-6/slL-
6R/gp130 wird als Transsignaling bezeichnet und hat im Rahmen der Aktivierung des Immunsystems
proinflammatorischen Charakter, wie die Rekrutierung von mononuklearen Zellen, die Hemmung der T-
Zell-Apoptose oder die Reduktion der T-Zelldifferenzierung zu regulatorischen T-Zellen (Scheller, Chalaris

et al. 2011; Yamamoto and Rose-John 2012) (Abb. 1).

Physiologisch liegt IL-6 mit einer Konzentration von 2-6 pg/ml im Blut nahe an der Nachweisgrenze, sein
l6slicher Rezeptor ist mit 40 - 75 ng/ml bzw. sgp130 mit 250-400 ng/ml etwa 10.000 mal hdher
konzentriert. Ohne eine Entziindung wird sich also im Blut befindliches IL-6 an seinen l6slichen Rezeptor
binden und dann tber die Bindung zu sgp130 neutralisiert (Rose-John 2012). Es verbleibt folglich fir IL-6

im Wesentlichen hier nur eine parakrine Wirkungsweise (Scheller, Chalaris et al. 2011).
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Abb. 1: Vereinfachte Darstellung der Signalwege von IL-6:

(A) Das sogenannte klassische Signaling von IL-6 besteht (1) in der Bindung von IL-6 an seinen membrangebunden
Rezeptor mIL-6R und (2) in der anschlieRenden Dimerisierung mit gp130, der (3) dadurch erfolgenden
Rekrutierung der Januskinasen, wodurch im weiteren Verlauf intrazellulare Signalkaskaden aktiviert werden.

(B) Beim Transsignaling erfolgt (1) die Bindung von IL-6 an seinen l&slichen Rezeptor sIL-6R und dieser Komplex
bindet nun (2) an die membranstiandigen gp130-Molekiile mit (3) darauf folgender Rekrutierung von
Januskinasen, wodurch wiederum im weiteren Verlauf intrazellulare Signalkaskaden aktiviert werden.
Klassisches Signaling ist Bestandteil anti-inflammatorischer Prozesse, wahrend Transsignaling pro-
inflammatorischen Charakter hat (Chalaris, Scheller et al. 2011)

Im Rahmen einer Entziindung erhéhen sich die Konzentrationen vom sIL-6R und sgp130 um den Faktor 2-5, je-
doch von IL-6 bei chronischen Entziindungen um einen Faktor 1.000 (im Rahmen einer Sepsis bis zu 1.000.000),

sodass nun eine systemische Wirkungsweise als Transsignaling moglich wird (Rose-John 2012) (Abb. 2).

(A) Physiologische Situation (B) Entziindungsituation

durch sgp130 neutralisierter

@ L6 =Y IL-6R sgp130
&P 11-6/sIL-6R-Komplex

gp130 Q‘ﬁ II-6/SIL-6R-Komplex

signalwirksamer
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Abb.2 : IL-6, IL-6R und sgp130 — Konzentration vor und wahrend einer Entziindungssituation:

(A) Physiologisch liegt die Konzentration von IL-6 deutlich unter der vom léslichen IL-6R und gp130, sodaR jedes IL-6 -
Molekul an einen Iéslichen Rezeptor bindet und (ber l6sliches gp130 neutralisiert wird — nur parakrines Signalling ist
maglich.

(B) In einer Entziindungssituation steigt die IL-6-Konzentration erheblich stérker an als die von sIL-6R und sgp130, sodal
nun viele IL-6/sIL-6R-Komplexe ihren Weg zum membrangebundenen gp130 finden — Transsignaling wird méglich.




1.2 Die Schlisselstellung von IL-6 im Entziindungsgeschehen der CED und CAD
1.2.1 Allgemeine Pathologie der CED und CAD

Bei den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen handelt es sich um ein multifaktorielles
Krankheitsgeschehen (Abb. 3). Hierbei fihrt das Zusammenspiel von genetischen sowie umwelt-
bedingten Faktoren zu einem gestorten intestinalen Immunsystem und damit letztlich zu einer chronisch

UberschieBenden Immunantwort gegeniber der intestinalen Flora.

Wie im Tiermodell gezeigt werden konnte, ist einer von mehreren auslésenden Faktoren eine
unzureichende Barrierefunktion des Darmepithels: Die damit verbundene bakterielle Translokation fuhrt
zu einer reaktiven Schleimhautentziindung, die wiederum die entziindlichen Barrieredefekte verstarken.
Ein sich selbst verstarkender Prozess mit einer andauernden Stimulation des intestinalen Immunsystems

entsteht (Bouma and Strober 2003; Schreiber, Rosenstiel et al. 2005).

. Storung der
Genetische Barierrefunktion

Faktoren

Chronisch
endziindliche

Darmerkrankung

(NOD2, 1BD5, -
1L23R, ATG16L1, ..) Storung des
Immunsystems
sonstige
Umweltfaktoren

Abb. 3: vereinfachte Darstellung des multifaktoriellen Krankheitsgeschehens
der chronisch entziindlichen Darmerkrankung

Im Rahmen von Screening-Untersuchungen (iber das gesamte Genom konnten diverse Genvarianten
identifiziert werden, die als Risikofaktor bzgl. der Krankheitsanfalligkeit fur die chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen angesehen werden konnen. Diese Varianten betreffen unterschiedliche
Komponenten des Immunsystems, wie NOD2%, und fiihren zu pathologischen Reaktionen auf luminale
Bakterien im Darm, wobei die Relevanz der gefunden Polymorphismen sich fiir die beiden Auspragungen
der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen, Morbus Crohn und Colitis ulcerosa, durchaus
unterscheiden (Hampe, Frenzel et al. 2002; Hampe, Franke et al. 2007; Parkes, Barrett et al. 2007; Xavier
and Podolsky 2007; Franke, Balschun et al. 2008; Kaser, Lee et al. 2008; Billmann-Born, Till et al. 2011;
Couturier-Maillard, Secher et al. 2013). Die damit verbundene Erblichkeit von Morbus Crohn und Colitis

ulcerosa konnte auch in Zwillingsstudien nachgewiesen werden (Spehlmann, Begun et al. 2008).

4 Das Protein NOD2 ist ein sogenannter Pattern-Recognition-Rezeptor fiir Fremdstoffe im angeborenen Immunsystem.



Zusatzlich kénnen eine Vielzahl von Umweltfaktoren die chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
auslosen und verstarken. Westliche Ernahrungsgewohnheiten, erhéhte Medikamenteneinnahme und
Hygienestandards beeinflussen in erhohtem MaRe das Mikrobiom des Darms und tragen so zu einer

Haufung von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen in der westlichen Welt bei.’

Neben diesen Erklarungsansatzen der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen steht eine gestorte
Regulation der physiologischen Immunantwort gegen luminale Bakterien und ihrer Bestandteile im Sinne
einer fehlenden Toleranzentwicklung im Vordergrund der aktuelleren Forschung. Am Beginn jeder
Immunantwort steht die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten. Angelockt durch Antigen
prasentierende Zellen (APC) wandern sie aus den Blutgefifen in die Mukosa ein und setzen dort
antimikrobielle Peptide und reaktive Sauerstoffspezies frei. Diese schadigen unspezifisch sowohl
potentielle Krankheitserreger als auch das umliegende Gewebe. Zusatzlich aktivieren sie durch
Sezernierung von Zytokinen wie dem Tumornekrosefaktor (TNFa), Interleukinen (IL-18, IL-6) und dem
Chemokin IL-8, die Leukozyten, insbesondere Makrophagen. Die Makrophagen konnen nun durch
verschiedene proinflammatorische Zytokine wie IL-1, IL-6, IL-12, dem Chemokin IL-8 und INFy eine
unterschiedliche Differenzierung der T-Zellen auslésen. Hierbei kann man eine zelluldre und eine

humorale Immunantwort unterscheiden.

Bei Morbus Crohn erfolgt eine zelluldre Immunantwort durch eine T-Zelldifferenzierung zum Typ 1 (Th1).
Diese Th1-Zellen scheiden Botenstoffe wie Interleukin-2 (IL-2) und Interferon-Gamma (INFy) aus, wobei
IL-2 die Differenzierung von nativen T-Zellen zu Thl-Zellen verstdrkt und im Zusammenspiel mit INFy
Effektorzellen wie Makrophagen rekrutiert, die die Erreger vernichten. Daneben fiihrt hier eine erhdhte
Produktion von IL-12 durch die angelockten Makrophagen zu einer forcierten Reifung von Th1-Zellen.
Diese Thl-Zellen produzieren wiederum die in diesem Zusammenhang proinflammatorischen Zytokine
INFy, TNFa, IL-1B8, IL-2 und auch IL-6, welche dann durch Freisetzung und Aktivierung von
Metalloproteasen zur Gewebezerstérung beitragen (Hendrickson, Gokhale et al. 2002). ® Ein hoher
Stellenwert innerhalb der proinflammatorischen Zytokine kommt dabei neben IL-6 auch TNFa zu. TNFa
aktiviert zum einen Matrixmetalloproteasen, trdagt aber auch durch vermehrte Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NFkB und der damit verbundenen Reduktion der Apoptoserate zu einer
Verschlimmerung der Colitis bei (Holtmann, Douni et al. 2002). TNFa ist daher auch ein erfolgreicher

Angriffspunkt in der Therapie von Morbus Crohn.

Bei Colitis ulcerosa wird von einer humoralen Immunantwort durch T-Zelldifferenzierung zu T-
Helferzellen vom Typ 2 (Th2) ausgegangen. Die Th2-Zellen produzieren unter anderem Botenstoffe (hier
atypischer Weise IL-5, IL-10, IL-6 und IL-13), durch die B-Lymphozyten aktiviert werden, um spezifische

Antikorper gegen die jeweiligen Antigene zu produzieren. Diese Antikérper binden an die Antigene,

5> Die besondere Bedeutung des Mikrobioms des Darms fiir die chronisch entziindlichen Darmerkrankungen konnte in einer Vielzahl
von Studien bestatigt werden. (Rath, Schultz et al. 2001; Elson, Cong et al. 2005). Der Einsatz von Probiotika zur Remissionserhaltung
bei Colitis ulcerosa zeigt das protektive Potential der Darmflora (Sartor 2001; Isaacs and Sartor 2004; Sartor 2011). Auf den
besonderen Einfluss des Mikrobioms auf die CED wird in Kap 4 ausfiihrlich eingegangen.

% Eine Blockade von IL-12 durch monoklonale Antikérper (IL-12/p-40 mAb) konnte daher in experimentellen Colitismodellen, in
denen Thil-Zellen im Vordergrund stehen, auch eine Reduktion bzw. Remission der Colitis erzeugen (Neurath, Fuss et al. 1995).



1.2.2

konnen die Erreger so deaktivieren bzw. markieren, sodass andere Elemente des Immunsystems sie

beseitigen konnen (Hendrickson, Gokhale et al. 2002).

Bei beiden Auspragungen der chronisch entziindlichen Darmerkrankung handelt es sich um eine
UberschieBende Immunantwort. (Neurath, Weigmann et al. 2002; Podolsky 2002; Bouma and Strober
2003; Fuss, Heller et al. 2004). Eine solche chronische Entziindung des Darms geht bei einer Colitis
assoziierten Darmkrebsentwicklung, anders als beim kolorektalen Karzinom, der Krebsentwicklung
voraus. Die chronische Entziindung kann Uber oxidative Schaden an der DNA zu p53-Mutationen in den

Krebszellen und zu entziindetem, aber nicht dysplastischem Epithel fihren (Kraus and Arber 2009).

Eine Schllsselrolle im Colitis assoziierten Darmkrebs kommt der abweichend verlaufenden Aktivierung
der Transkriptionsfaktoren NFkB sowie STAT3 zu (Kojima, Morisaki et al. 2004; Karin and Greten 2005;
Lee, Herrmann et al. 2009)”. Diese innerhalb des Colitis assoziierten Darmkrebs abweichende Aktivierung
von NFkB, speziell in Makrophagen und dendritischen Zellen der Lamina propria, fihrt zur
Zytokinproduktion u.a. von TNFa, IL-6, IL-18 und IL-11, welche als Wachstumsfaktoren fiir pramaligne
Enterozyten gesehen werden (Karin and Greten 2005). Speziell IL-6 zeigt sich hierbei als potenter

Stimulator der Vermehrung von Krebszellen und des Tumorwachstums (Becker, Fantini et al. 2005).

Die besondere Rolle von IL-6 in der Darmentziindung und -karzinogenese

Die Konzentration von IL-6 im Serum korreliert in diversen Untersuchungen positiv mit der klinischen,

endoskopischen sowie histologischen Auspragung der Entziindungsaktivitdt der chronisch entziindlichen

Darm

erkrankung (Mudter and Neurath 2007):

Patienten mit aktiver Colitis ulcerosa und Morbus Crohn zeigten signifikant hohere Konzentrationen
von sIL-6R im Blut (Mitsuyama, Toyonaga et al. 1995).

Die Serumkonzentration von IL-6 ist ein sehr guter Marker zur Vorhersage eines Rickfalls nach
Behandlung einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung in Remission. Patienten mit einer
Serumkonzentration von gréRer 20 pg/ml hatten ein 17-fach héheres Risiko fiir einen erneuten Schub
einer inaktiven chronischen Darmerkrankung innerhalb eines Jahres (Louis, Belaiche et al. 1997) .

Es existiert ein positiver Zusammenhang zwischen einer hoheren IL-6-Konzentration im Serum und der

Haufigkeit der Riickfille (Van Kemseke, Belaiche et al. 2000).8

7 Diese abweichend verlaufenden Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFkB sowie STAT3 wird auch fiir das schlechtere Ansprechen

von Ch

emotherapie und Bestrahlung bei dem Colitis assoziierten Darmkrebs verantwortlich gemacht (Wang, Mayo et al. 1996).

8 S0 konnte in einer Studie mit 136 Patienten die Wirksamkeit von IL-6 als Marker zur Uberwachung der Wirksamkeit der Kortisontherapie

(im Sin

ne einer Senkung des Crohn Disease Activity Index (CDAI) - siehe Anhang) als auch als Prognoseparameter fur einen Ruckfall nach

Remission bestatigt werden (Reinisch, Gasche et al. 1999).



1.2.21 IL-6 in der Chronifizierung entziindlicher Darmerkrankungen

In der akuten Entziindungsphase werden die gewebseigenen mononuklearen Zellen durch die Entziindung zur
Sekretion von IL-1R8, IL-6 und TNFa angeregt, welche wiederum die Epithelzellen zur Sekretion von CXC-
Chemokinen veranlassen. Dies fulhrt zu einer Migration von neutrophilen Granulozyten aus dem Blut zur
Entziindungsstelle. Diese Granulozyten spalten proteolytisch in ihrer Apoptose den IL-6-Rezeptor von ihrer
Zelloberflache ab. Dieser nun I6sliche IL-6R ermoglicht zusammen mit IL-6 via Transsignaling die Stimulation der
Epithelzellen zur Sekretion von MCP-1. Hierdurch werden Monozyten und T-Lymphozyten zum

Entziindungsgeschehen gelockt (Rabe, Chalaris et al. 2008) (Abb. 4).

Phase 1 der Entziindung: Phase 2 der Entziindung:
Granulozyteneinwanderung Monozyten- u. Lymphozytenrekrutierung
via IL-6 Transsignalling
BN OMN

< B
e
[
o
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e’ Entzindung Granulozyten e.g. Adam 17

%2 Monozyten ;- Granulozyten in Apoptose

T-Lymphozyten

Abb. 4: Makrophagenrekrutierung in der Entziindung via IL-6 Transsignaling:

(A) In der ersten Entziindungsphase werden die gewebseigenen mononuklearen Zellen durch die Entziindung (1) zur
Sekretion von IL-1R, IL-6 und TNFa angeregt (2), welche wiederum die Epithelzellen zur Sekretion von CXC-
Chemokinen veranlassen(3), Granulozyten migrieren aus dem Blut zur Entziindungsstelle (4).

(B) In der zweiten Phase shedden die in der Apoptose befindlichen Granulozyten von ihrer Zelloberflache z.B. durch
Adam17 den IL-6-Rezeptor. Dieser nun l6sliche Rezeptor erméglicht zusammen mit IL-6 via Transsignaling die
Stimulation der Epithelzellen zur Sekretion von MCP1, welches die Monozyten und T-Lymphozyten zum
Entziindungsgeschehen lockt.

Gleichzeitig induziert IL-6 Gber klassisches Signaling die Produktion von Akute-Phase-Proteinen in der Leber
(Gauldie, Richards et al. 1992). Die angelockten Makrophagen produzieren sIL-6R, entweder durch alternatives
SpleiRen oder durch proteolytische Abspaltung. Der Prozess der proteolytischen Abspaltung von
membrangebundenen IL-6R wird sowohl bei den Makrophagen als auch bei den Epithelzellen durch die Akute-
Phase-Proteine verstarkt (Jones, Novick et al. 1999). Diese sIL-6R binden nun an IL-6 und diese Komplexe
aktivieren Uber Transsignaling die gp130-Oberflichenmolekiile der intestinalen T-Zellen. Dies fiihrt in den T-
Zellen zur Translokation von STAT3, induziert so antiapoptotische Gene wie bcl-2 oder bcl-xr und erhoht

dadurch die Widerstandsfahigkeit dieser intestinalen T-Zellen gegen Apoptose.

Daruber hinaus beeinflusst IL-6 die T-Zelldifferenzierung. In Kombination mit TGFR ist IL-6 ein Trigger fur die
Differenzierung von naiven T-Zellen zu Th17-Zellen, statt zu regulatorischen T-Zellen. Auch fiir diese Th-17-
Zellen ist obige STAT3-Kaskade, ausgelost durch IL-6-Transsignaling, mit resultierender Apoptoseresistenz

beschrieben.
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Diese Apoptoseresistenz der intestinalen T-Zellen ist schlieBlich ein wesentlicher treibender Faktor fur die

chronische Entziindung (Abb. 5).

Phase 3: Chronifizierung der Entziindung:
(Apoptoseresistenz durch II-6 Transsignaling)

@ Abb.5:  Chronifizierung der Entziindung durch IL-6:
% +TGRE Zum einen triggert IL-6 zusammen in Verbindung mit

TGFR eine verstarkte Differenzierung der intestinalen

~ > ﬁ}) T-Zellen hinzu Thl7 (1), zu anderen flhrt die IL-6

getriebene Sektretion von Bcl-x| und Bcl-2 zu einer
Apoptoseresistenz der intestinalen T-Zellen (2), die
wiederum ein entscheidener Faktor flr die
Chronifizierung der Entziindung ist.

W

®

T-Lymphozyten C@ Th17-Zellen = IL-6 Transsignalling
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1.2.2.2 IL-6 in der Regeneration von Darmepithel und Wundheilung

Wie bereits ausgefiihrt, ist einer von mehreren auslésenden Faktoren der chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen eine unzureichende Barrierefunktion des Darmepithels (Bouma and Strober 2003;

Schreiber, Rosenstiel et al. 2005).

IL-6 zeigte im Rahmen einer experimentellen Colitis, vermittelt Gber das klassische Signaling via mIL-6R, eine
protektive Wirkung auf das Darmepithel und filihrte damit zum Erhalt seiner Barrierefunktion (Grivennikov,
Karin et al. 2009). Ebenso konnte in zwei Mausmodellen von Darmerkrankungen — einer Verletzung durch
Biopsie sowie einer bakteriell ausgelésten Colitis — ein hierdurch erhéhter Anstieg von IL-6 unter anderem
durch intraepitheliale Lymphozyten beobachtet werden. Die Blockade von IL-6 fiihrte in diesen Modellen zu

beeintrachtigter Wundheilung und verminderter Epithelproliferation (Kuhn, Manieri et al. 2014). °

Die globale Blockade von IL-6 kann daher, speziell bei begleitender Suppression des Immunsystems durch
Kortison, die Zahl gastrointestinaler Perforationen signifikant erhéhen (Van Vollenhoven RF 2009; Campbell,

Chen et al. 2011; Navarro, Taroumian et al. 2014).

° Die Regeneration des Darmepithels ist speziell bei dem in dieser Arbeit verwendeten DSS-Colitis-Modell von besonderer Bedeutung. Dies
zeigte sich auch in einer Studie mit Mausen, die niedrige Konzentration von ADAM 17, einem Enzym, welches TNFa, IL-6R und EGF-R von
der Zelloberflache abspaltet, aufwiesen. Die hierdurch verringerte Aktivitdt von EGF-R flihrte zum Ausbleiben der Phosphorylierung von
STAT3 und entsprechend verringerter regenerativen Proliferation des Darmepithels und einer damit verbundenen Barrierestérung des
Darmepithels (Chalaris, Adam et al. 2010)
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1.2.23 IL-6 in der mit Entzlindung assoziierten Darmkarzinogenese

Auch in der mit Entziindung assoziierten Darmkarzinogenese kann IL-6 als Prognosefaktor fiir das
Tumorstaging, GréRe und Metastasierungsgrad des Tumors sowie das Uberleben des Patienten genutzt
werden (Knupfer and Preiss 2010). Hierbei zeigen sich IL-6 mit STAT3 als die wesentlichen Mediatoren des

Tumorzellwachstums:

e So konnte Becker bereits anhand des DSS-AOM-Mausmodells die Bedeutung des Transsignalings von
IL-6 fiir das intestinale Tumorwachstum in Epithelzellen aufzeigen, in dem er das Tumorwachstum
durch Gabe von sgp130Fc als selektive Blockade des IL-6 Transsignalings stoppte (Becker, Fantini et al.
2004).

e  Grivennikov zeigte im selben Mausmodell, dass eine gentechnische Manipulation zur Deaktivierung
der Gene fiir IL-6 zu einer Reduktion der Tumorentwicklung im Vergleich zu nicht gentechnisch
veranderten Mausen desselben Typs fuhrt (Grivennikov, Karin et al. 2009).

e Bollrath wies eine erhéhte Tumorentwicklung bei Hyperaktivierung von STAT1 und STAT3 nach.®
Umgekehrt zeigte Bollrath, dass sich das Tumorwachstum bei gentechnischer Manipulation von
Mausen, die zu einer spezifischen Ausloschung von STAT3 in ihren Epithelzellen fuhrt, reduziert

(Bollrath, Phesse et al. 2009).

Neben dem direkten Kausalzusammenhang von IL-6 Gber STAT3 auf das Tumorwachstum sind im DSS-AOM-
Modell auch indirekte Wirkungszusammenhange dokumentiert. Die erh6hte Expression fiir einen Rezeptor des
Wachstumsfaktors flir GefaRendothel (VEGF), VEGFR2, kennzeichnet Colitis assoziierten Darmkrebs. Die
Aktivierung dieses Rezeptors stimuliert das Tumorwachstum. Waldner konnte zeigen, dass IL-6 im DSS-AOM-
Mausmodell die erhdhte Expression von VEGFR2 in intestinalen Epithelzellen und so eine auto-/parakrine
Feedbackschleife mit einer durch VEGFR2 abhangigen STAT3-Aktivierung erméglicht, was zu einem forciertem

Tumorwachstum fihrt (Waldner, Wirtz et al. 2010).

1.3 Die Blockade von IL-6 als Therapieoption fiir CED und CAD
1.3.1 Allgemeine Immunsupression und TNF-Blockade als therapeutische Basis

Die derzeitige Therapieempfehlung fir die chronisch entziindlichen Darmerkrankungen in Deutschland ist
niedergelegt in den S3-Leitlinien fiir Morbus Crohn von 2014 (glltig bis 2018) bzw. Colitis ulcerosa von 2011
(glltig bis 2016). In diesen Leitlinien wird jeweils eine Stufentherapie zur Behandlung der chronisch
entziindlichen Darmerkrankung empfohlen, in der, abgestimmt nach dem Schweregrad der Entziindung und
ihrer Ausbreitung bzw. Lokalisation, unterschiedliche Pharmazeutika zum Einsatz kommen. Neben diesen auf

Immunsuppression und Entziindungsreduktion ausgerichteten Pharmakotherapien steht zusatzlich die

10 Hierfir verwendete er sogenannte gpl30Y757F-Mause. Diese Mause sind durch eine mutierte gp130-Zytokinrezeptoruntereinheit
gekennzeichnet, die nicht an den negativen Regulator des Zytokinsignalings, SOCS3, binden kann, woraus eine Hyperaktivierung der
Signalingmolekiile STAT1 und STAT3 resultiert.
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nutritive Therapie, die eine Vermeidung immunstimulierender Exposition zum Ziel hat. Als letzte Therapiestufe
werden neben der chirurgischen Therapie der Einsatz von TNFa-Inhibitoren zur Blockade der intestinalen bzw.
systemischen Immunantwort empfohlen. Erstes Ziel ist immer die Remissionseinleitung und deren Erhaltung.
Daneben spielen aber auch die Erhéhung der Lebensqualitat, die Vermeidung oder zumindest Abschwachung
von extratestinalen Manifestationen und Diarrhoe, eine Erhohung der Leistungsfahigkeit sowie eine Reduktion

der Haufigkeit von Krankenhausaufenthalten eine wichtige Rolle.

Schwerpunkt der Behandlung ist, ausgehend von einer tberschieBenden Immunreaktion, die Suppression des
Immunsystems mit Glukokortikoiden, die, indem sie die Zellmembran durchdringen, intrazelluldar mit speziellen
Rezeptoren einen Komplex bilden und im Zellkern die Synthese zahlreicher Proteine beeinflussen, die den
Entziindungsprozess unterhalten: Bei einer Entziindung bewirken Glukokortikoide u.a. eine Hemmung der
Gewebsinfiltration von neutrophilen Granulozyten durch eine Stérung ihrer Adhadsion an die GefaRwand.
Zusatzlich vermindern Glukokortikoide die Lymphozytenzahl und die Interleukinproduktion und bewirken eine

deutliche Abnahme der Makrophageneinwanderung und der Bildung von Zytokinen.

Bleibt auch bei hoher Entziindungsaktivitat die systemische Glukokortikoidgabe die erste Wabhl, so wird jedoch
bei Unwirksamkeit oder Kontraindikationen fiir Cortison bei Morbus Crohn der Einsatz von Immunsupressiva,
speziell Azathioprin, bzw. 6-Mercaptopurin oder als moglicher Ersatz auch Methotrexat empfohlen. Bei Colitis
ulcerosa werden Calcineurin-Inhibitoren wie Ciclosporin und Tacrolimus eingesetzt, deren Wirkungsweise auf

der Hemmung von Transkription und Freisetzung von Zytokinen (IL-2, TNFa, INFy etc.) in T-Zellen beruht.

Alternativ kommen nach Abklarung einer moglichen chirurgischen Behandlungsstrategie die TNFa-Blocker
(Infliximab, Adalimumab, Certolizumab sowie Golimumab) zum Einsatz, die durch Bindung an membran-
gebundenes wie geldstes TNFa die Freisetzung von proinflammatorischen Interleukinen und die Einwanderung
von Leukozyten in das Gewebe hemmen. Ein primdres Therapieversagen bei TNFa-Blockern von 10-30% und
ein sekundares Versagen im Verlauf des ersten Behandlungsjahres von 30-40% (Hanauer, Feagan et al. 2002;
Colombel, Sandborn et al. 2007; Schreiber, Lawrance et al. 2011) zeigt jedoch die Notwendigkeit fir alternative
Ansatze. Neben TNFa-Blockern ist auch der Anti-Integrin-Antikérper Vedolizumab fir die therapierefraktaren
Colitis ulcerosa und Morbus Crohn zugelassen, der darmspezifisch die Einwanderung von aktivierten

Lymphozyten blockiert und so die weitere Entziindung unterdriickt. 1 2

1.3.2  Moglichkeiten der Blockade von IL-6 als Therapieansatz fiir CED und CAD

Die Blockade von IL-6 ist ein vielversprechender Therapieansatz von Autoimmunkrankheiten wie der
rheumatoiden Arthritis oder multipler Sklerose. So ist ein monoklonaler Antikorper gegen IL-6R, Tocilizumab,

der zu einer globalen Blockade des IL-6-Signalweges fiihrt, inzwischen in mehr als 90 Landern fiir die

11 yedolizumab blockiert auf der Oberfliche von aktivierten Lymphozyten als monoklonarer Antikorper ein Adhdsionsmolekil (o4 R7-
Integrin). Damit kénnen diese Lymphozyten nicht mehr an die MAdCAM-Rezeptoren (mucosal addressin adhesion molecule) der
Mukosazellen binden. Hierdurch wird die Einwanderung dieser Lymphozyten ins Gewebe blockiert und die weitere Entziindung so
unterdrickt (Feagan, Rutgeerts et al. 2013; Mosli and Feagan 2013; Parikh, Fox et al. 2013).

12 Ein detaillierter Uberblick tber die einzelnen Therapiekonzepte sowie Risiken, Nebenwirkungen, Kontraindikationen und den Umfang
von primdrem und sekunddrem Versagen fur die jeweiligen Therapien findet sich im Anhang. Der Einsatz von TNFa-Blockern im Vergleich
zu einer selektiven Blockade von IL-6 fiir die Behandlung der CED wird in Kapitel 4 diskutiert.
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rheumatoide Arthritis als Therapeutikum zugelassen und viele weitere IL-6 bezogenen Therapieansatze
befinden sich hier in unterschiedlichen Phasen der klinischen Zulassung (Calabrese and Rose-John 2014). Auch
fir andere Autoimmunkrankheiten konnten positive Wirkungen der IL-6-Blockade nachgewiesen werden
(Tanaka, Narazaki et al. 2012). Derzeit befinden sich mehrere Therapeutika zur globalen oder selektiven
Blockade von IL-6 fiir verschiedene Krankheitsbilder in der Phase 1,2 bzw. 3 der klinischen Zulassung (Jones,

Scheller et al. 2011; Calabrese and Rose-John 2014).

Auch im Bereich der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen und der hiermit assoziierten
Darmkarzinogenese wurden und werden eine Reihe unterschiedlicher Ansdtze der Blockade von IL-6 zur
Krankheitslinderung bzw. -heilung verfolgt (Mudter and Neurath 2007; Jones, Scheller et al. 2011), auf die im

Folgenden kurz eingegangen werden soll.

1.3.2.1 Die Blockade der Produktion bzw. Sekretion von IL-6

Auf die Bedeutung von Kortikosteroiden in den aktuellen Leitlinien zur Behandlung von Morbus Crohn und
Colitis ulcerosa ist oben ausfilihrlicher eingegangen worden. Ein Effekt der Steroide ist hierbei die
Unterdriickung der NF-kB abhéngigen Produktion von IL-6 in den Monozyten. Einmal produziert kann aber auch
die Sekretion von IL-6 durch mononukleare Zellen mit Hilfe der Gabe von Dehydroepiandrosteron (DHEA)
unterbunden werden (Straub, Konecna et al. 1998). In einem Phase 2-Pilotversuch zeigte sich diese DHEA-
Behandlung auch als erfolgversprechend fiir eine refraktare chronisch entziindliche Darmerkrankung (Andus,

Klebl et al. 2003).

1.3.2.2 Die Blockade der Signalwege von IL-6

Die Blockade der IL-6 Signalwege steht im Mittelpunkt der derzeitigen Forschung und Entwicklung der auf IL-6
ausgerichteten Therapeutika (Jones, Scheller et al. 2011). Hierbei lassen sich generell mehrere Ansatze
unterscheiden: die globale Blockade des IL-6 Signalings, sei es durch globale Blockade von IL-6 oder IL-6R, die
selektive Blockade des Transsignalings entweder durch Blockade von sIL-6R oder durch Blockade des I6slichen
IL-6/sIL-6R-Komplexes, sowie schlieRlich als dritte Variante eine indirekte Blockade der Wirkung von IL-6 durch
Blockade der Januskinase 1 und 23 (Chalaris, Schmidt-Arras et al. 2012; Seavey, Lu et al. 2012; Waetzig and
Rose-John 2012) (Abb. 6):

13 Die Effektivitat und Effizienz des Blockadeweges hangt hierbei entscheidend vom zugrundeliegenden Krankheitsgeschehen ab, durch
welches festgelegt wird, ob das Transsignaling von IL-6 im Mittelpunkt des Krankheitsgeschehens steht. Eine Blockade des Transsignalings
kann beispielweise auch regenerative Prozesse in der Leber storen, wie in diversen Mausmodellen gezeigt werden konnte (Waetzig and
Rose-John 2012). Im Rahmen des hier betrachteten intestinalen Entziindungsgeschehens ist jedoch das IL-6-Transsignaling einer der
entscheidenden Entziindungsmechanismen, sowohl fur die akute Entzindung, als auch fur die Chronifizierung und potentielle
Karzinogenese im Rahmen der Colitis ulcerosa.
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Abb. 6: Moglichkeiten der IL-6 Blockade:

Wihrend eine direkte Blockade von IL-6 bzw. IL-6R bzw. der Aktivierung der Januskinase 1 bzw. 2 zu einer globalen
Blockade des IL-6 Signalings und damit auch der Hemmung der anti-inflammatorischen Wirkung des klassischen Signaling
fiihrt, erreicht sgp130Fc durch Neutralisierung des ldslichen IL-6/IL-6R-Komplexes ausschlieRlich eine Hemmung des
Transsignalings und seiner pro-inflammatorischen Wirkung

Die direkte Blockade von IL-6 durch mononukleare Antikérper (mAbs) wie Siltuximab ist ein mehrfach
verfolgter Ansatz fiir eine Reihe von Autoimmunkrankheiten. Die entsprechenden Therapeutika befinden sich
derzeit in den klinischen Phasen 1, 2 und 3. Eine direkte Blockade von IL-6 durch entsprechende mAbs zeigte
zunachst auch eine gute Antitumor-Wirkung bei Normalisierung der Akute-Phase-Antwort. Im Folgenden ist
jedoch ein deutlicher Anstieg von systemischem IL-6 zu beobachten, da einmal an einen Antikérper

gebundenes IL-6 nicht abgebaut wird und somit im Kérper akkumuliert (Yamamoto and Rose-John 2012).

Neben der direkten IL-6-Blockade steht die Blockade seines Rezeptors im Hauptfokus therapeutischer
Anwendungen. Eine herausragende Rolle spielt hier, wie bereits erwdhnt, der IL-6R-Blocker Tocilizumab.
Neben der rheumatoiden Arthritis liegen auch Ergebnisse einer Therapie mit Tocilizumab fir die
Castleman’sche Krankheit, systemischen Lupus erythematodes, systemische Sklerose, Polymyositis,

Riesenzellarthritis, multiple Sklerose und eine Reihe weiterer Krankheiten vor (Tanaka, Narazaki et al. 2012).

Im Mausmodell fiihrte die Applikation des Anti-IL-6R-Antikdrpers zu einer Blockade der Leukozytenrekrutierung

und forderte die T-Zell-Apoptose (Ito, Hirotani et al. 2002).

Die derzeit einzige klinische Pilotstudie bestand aus 36 Patienten mit aktivem Morbus Crohn!* (CDAI>150), die

zweimal pro Woche intravends (8mg/kg KG) Tocilizumab respektive ein Placebo erhielten (Ito, Takazoe et al.

14 Der Aktivitatsgrad der Erkrankung wird gemessen mit Hilfe des Crohn-Disease-Activity-Index (CDAI), der 8 Faktoren berlcksichtigt, um
die verschiedenen Symptome der Krankheit in ihrem AusmaR quantitativ zu bewerten. Eine ausfuhrliche Darstellung befindet sich im
Anhang.
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2004; Ito 2005) . 80% der Crohn-Patienten (8 von 10) zeigten eine klinische Reaktion im Vergleich zu 31% (4 von
13) in der Placebo-Gruppe. Ein endoskopisches wie histologisches Scoring zeigte jedoch keinen Unterschied

zwischen der Gruppe mit Tocilizumab-Behandlung und der Placebo-Gruppe.

Wadhrend die Behandlung beispielsweise mit Infliximab - also die Blockade des TNF-Signalwegs - zu einer
signifikanten Reduktion der Mukosaentziindung fuhrt, scheint der Effekt von Tocilizumab auf die
Mukosaheilung also eher begrenzt zu sein (Mudter and Neurath 2007). Eine weltweite Untersuchung von
Patienten mit rheumatoider Arthritis ergab 26 Falle einer gastro-intestinalen Perforation, was einer Rate von
0,19 pro 100 Patientenjahren entspricht (Tanaka, Narazaki et al. 2012). Eine neuere Auswertung von 8580
Patientenjahren aus 8 Testreihen ergab fiir Tocilizumab hinsichtlich gastrointestinaler Perforation eine Rate
von 0,28 pro 100 Patientenjahren (Schiff, Kremer et al. 2011). Auch wenn eine Vergleichsrate fir
Kortikosteroide einen Wert von 0,39 pro 100 Patientenjahren erbrachte, zeigt dies deutlich, dass die fehlende
Wirkung von IL-6 (iber membrangebundene Signaltransduktion auf die Heilung der Mukosa, bei Anwendung
einer globalen IL-6-Rezeptorblockade wie durch Tocilizumab, speziell bei Patienten mit chronisch
entzlindlichen Darmerkrankungen nicht unterschatzt werden darf (Van Vollenhoven RF 2009; Campbell, Chen
et al. 2011). Das Risiko von gastrointestinalen Perforationen erhéht sich weiter mit zunehmendem Alter und

bei begleitender Einnahme von Kortikosteroiden (Navarro, Taroumian et al. 2014).

Daneben sind natdrlich auch die nicht unerheblichen Nebenwirkungen von Tocilizumab durch die globale IL-6-
Blockade zu bertlicksichtigen. Neben Malignitdten mit einer Rate von 1,1 pro 100 Patientenjahre wurden auch
kardiovaskuldre Risiken wie Myokardinfarkt oder Schlaganfall mit Raten von 0,25 bzw. 0,19 pro 100
Patientenjahren beobachtet. Die héchste Rate unerwiinschter Nebenwirkungen zeigt sich jedoch mit 3,5 pro
100 Patientenjahren bei schweren Infektionen, wobei hier die Pneumonie mit einer Rate von 1,0 pro 100

Patientenjahren den grofRten Anteil hatte (Schiff, Kremer et al. 2011).

Zusatzlich hat eine globale Blockade von IL-6R und damit auch des klassischen IL-6-Signalings erhebliche
metabolische Folgen. Eine Behandlung von Patienten der Castleman’schen-Krankheit mit Tocilizumab fiihrte
innerhalo von 16 Wochen zu einer Gewichtszunahme von durchschnittlich 4 kg und signifikanter
Hypertriglyzamie (Nishimoto, Kanakura et al. 2005). Auch bei Patienten mit rheumatoider Arthritis (RA) zeigte

sich ein vergleichbarer Effekt (Maini, Taylor et al. 2006; Smolen, Beaulieu et al. 2008)*°.

Eine weitere Moglichkeit zur Blockierung des IL-6/STAT3-Signalwegs besteht in der spezifischen Blockade der
Aktivierung der Januskinasen (JAK1 und 2). Der Tyrosinkinaseinhibitor Ruxolitinib blockiert diese Januskinasen
und ist derzeit zugelassen fir die primare Myelofibrose. Diesem Ansatz folgend wurde der JAK-Inhibitor CEP-
33779 auch im Rahmen eines DSS-AOM-Mausmodells fir Colitis induzierten Darmkrebs mehreren Testreihen
unterzogen. Die orale Gabe von CEP-33779 flihrte dabei zur Reduktion der kolorektalen Tumormasse und einer
Reduktion der Konzentration von proinflammatorischen Zytokinen, speziell auch IL-6. Ferner wurde eine

Blockade von STAT3 und der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB nachgewiesen. In der Histologie zeigte

15 Ungeachtet dieser Datenlage existiert derzeit eine klinische Versuchsreihe in Japan fir die Anwendung von Tocilizumab bei kolorektalem
Krebs (UMINO00007493), deren Ergebnis bleibt abzuwarten (Tanaka and Kishimoto 2012).
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sich eine Reduktion des TumorausmalRes sowie ein reduziertes Tumorzellwachstum und eine verringerte
Angiogenese (Seavey, Lu et al. 2012). Auch konnte fiir Ruxolitinib eine Induzierung von apoptotischem Zelltod
durch Supression von phosphorylierter JAK1 in humanen Darmkrebszellen gezeigt werden (An, Choi et al.
2014). Diese ersten Resultate kénnen als ein vielversprechender Ansatz zur Therapie der

entzlindungsinduzierten Entwicklung von Darmkrebs gewertet werden.

1.33 Die selektive Blockade des Transsignalings von IL-6 durch sgp130Fc

Wie bereits oben ausgefiihrt, erfolgt der proinflammatorische Einfluss von IL-6 im Rahmen der chronisch
entzlindlichen Darmerkrankung und dem hiermit assoziierten Darmkrebs tiber das sogenannte Transsignaling,
also die Bindung von IL-6 an seinen I6slichen Rezeptor und dann wiederum die Bindung dieses Komplexes an
die Zelloberflache von Zellen mit exprimierten gp130. Das klassische Signaling Giber menbrangebundene IL-6-
Rezeptoren zeigt antiinflammatorische Effekte. Alle bisher beschriebenen Ansatze der IL-6-Blockade zeichnen

sich jedoch durch eine undifferenzierte Blockade des Signalings von IL-6 aus.

Zur Reduktion von unerwiinschten Nebenwirkungen und der Erhaltung der antiinflammatorischen Wirkung des
klassischen Signalings liegt es nahe, sich bei der Blockade von IL-6 ausschlieBlich auf das pro-inflammatorische
Transsignaling zu beschrdnken. Dies ist mit Hilfe des Fusionsproteins sgp130Fc méglich, das ausschlieRlich den
l6slichen IL-6/sIL-6R-Komplex neutralisiert (Jostock, Mullberg et al. 2001). Gerade in experimentellen
Mausmodellen konnte sgp130Fc bereits seine Effektivitadt als Blockade des IL-6-Transsignalings im Rahmen der
Reduktion von chronisch entzlindlichen Darmerkrankungen und Colitis assoziiertem Darmkrebs unter Beweis
stellen (Becker, Fantini et al. 2004; Matsumoto, Hara et al. 2010; Chalaris, Garbers et al. 2011). Fiir an Morbus
Crohn erkrankte Patienten konnte gezeigt werden, dass durch sgp130Fc der antiapoptotische Effekt von sIL-6R
auf die mononukledren Zellen in der Lamina propria inhibiert (Jostock, Mullberg et al. 2001) und die durch den

IL6-/sIL6-R-Komplex vermittelte Apoptoseresistenz von T-Zellen blockiert wird (Atreya, Mudter et al. 2000). 16

Bezliglich der bei Tocilizumab beschriebenen Nebenwirkungen hinsichtlich der Homoostase der
Glukosekonzentration zeigte sich bei transgenen sgpl130Fc-Mdausen, die durch gentechnische Manipulation

eine dauerhaft stark erhéhte Expression von sgp130Fc aufweisen, eine normale Glukosetoleranz. Y’

16 Neben sgp130Fc wurde 2010 auch ein selektiver Anti-Transsignaling-Antikérper, 25F10; entwickelt, der direkt gegen sIL-6R ausgerichtet
ist (Lissilaa, Buatois et al. 2010). Dieser Antikorper erwies sich aber im Mausmodell hinsichtlich der selektiven Blockade des IL-6-
Transsignalings als deutlich weniger potent im Vergleich zu sgp130Fc (Garbers, Thaiss et al. 2011).

7 Eine ausfiihrliche Darstellung der metabolischen Folgen der verschiedenen Formen der Il-6-Blockade erfolgt in Kap 4.



1.4. Die Zielsetzung der Arbeit

Wie oben dargestellt, konnten in vivo Studien zeigen, dass IL-6 essentiell fur die Differenzierung intestinaler
Entziindungszellen ist (lvanov, McKenzie et al. 2006). Da sgpl130Fc ein effizienter Hemmstoff des IL-6-
vermittelten Transsignalings ist und damit die Entwicklung von entziindungsférdernden oder -hemmenden
Immunzellen beeinflussen kann (Dominitzki, Fantini et al. 2007), sollten die Auswirkungen von konstitutiv

erhodhten sgp130Fc Spiegeln evaluiert werden.

In bisherigen Mausmodellen wurde kurz vor oder wahrend des Entziindungszeitraums sgpl30Fc in die
Bauchhohle der Mause appliziert. In diesen Modellen konnen jedoch nur die Auswirkungen einer kurzfristigen-
aber nicht die Auswirkungen einer dauerhaften, also von Geburt an bestehenden, Blockade des Trans-
Signalings studiert werden. Da bei Zustanden chronischer Darmentziindung oft eine jahrelange Entziindung

besteht, kann hier eine langfristige Gabe entziindungshemmender Stoffe sinnvoll sein.

Daher stellt sich die Frage, ob die bereits vorliegenden Ergebnisse fliir Mduse mit einer zeitlich begrenzten
Erhdhung des sgp130Fc-Spiegels durch Injektion auch auf Mduse mit einer durch gentechnische Manipulation
erhohten sgp130Fc-Konzentration im Blut Gbertragbar sind. Alternativ konnte eine permanente Erhéhung der

Konzentrationen von sgp130Fc im Blut einen Einfluss auf das Immunsystem dieser Mause haben.

Um Aspekte dieser Fragestellungen zu untersuchen, wurden genetisch modifizierte Versuchstiere des
Mausstamms C57BL/6N, sogenannte transgene sgp130Fc-Md&use, mit nicht modifizierten C57BL/6N Mausen im
Rahmen eines Colitis- und eines Krebs-Colitis-Modells verglichen. Zusatzlich wurden in ausgewahlten

Versuchsreihen zum Vergleich nicht behandelte C57BL/6N Mause mit sgp30Fc peritoneal injiziert.

Zusatzliche Bestimmungen der Makrophagenentwicklung im Rahmen der Entziindung mit Hilfe der
Durchflusszytometrie kdnnen dabei erste Hinweise auf unterschiedliche Immunreaktionen der verschiedenen

Mauspopulationen im Rahmen des Colitismodells liefern.
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2 Methoden

2.1 Verwendete Maustypen

Verwendet wurde der Wildtyp C57BL/6N, der unter denselben Bedingungen (Tierstall, Erndhrung) geziichtet
wurde, wie die damit verglichenen transgenen Tiere. Ausnahme bildeten die von Dr. Spehlmann zusatzlich
durchgefiihrten Untersuchungen insbesondere im Rahmen der Wiederholung des DSS-AOM-Versuchs, die im

Wesentlichen auf direkt von Charles River bezogenen Tieren (C57BL/6N) beruhen.

Um die Wirkung einer dauerhaft erhohten Serumkonzentration des Glykoproteins sgp130Fc zu untersuchen,
wurde im Institut der Biochemie Kiel unter Verwendung des Plasmid pCR-Script-opt_sgp130Fc, ein transgener
Mausstamm entwickelt, der in der Leber unphysiologisch hohe Mengen des I6slichem gp130 mit angefligtem
Fc-Teil, sgp130Fc, herstellt und ins Blut abgibt (Rabe et.a. 2008). Diese sogenannten transgenen sgp130Fc
Mé&use wurden mindestens 6 Generationen auf den C57BL/6N-Hintergrund zurtickgekreuzt. Es erfolgte fiir alle
geziichteten oder von anderen institutsinternen Zuchtreihen Ubernommenen Mause dieses Typs eine

Bestimmung der Serumkonzentration fur sgp130Fc mittels ELISA.

Abgesehen von den Vorversuchsreihen zur DSS-Colitis (DSS-1, DSS-2 wurden in den hier betrachteten und
eigen durchgefiihrten Versuchsreihen DSS-3, DSS-4, DSS-5 sowie in den Krebsversuchsreihen DSS-AOM-1, DSS-
AOM-2, DSS-AOM-3 nur Tiere mit Serum-Konzentrationswerten tber 5-10 ug/ml verwendet. Dieses erhdhte
Konzentration entspricht also mindestens einer 20-40 -fachen Erhéhung gegeniliber der physiologischen

Konzentration von sgp130 im Serum unbehandelter Mause.

Um den Einfluss eines unterschiedlichen Mikrobioms im Vergleich zwischen transgenen sgp130Fc — Mausen
und den Wildtypen vom Typ C57BL/6N moglichst gering zu halten, wurden die Wildtypen und transgenen
Mause in den Versuchsreihen DSS-3, DSS-4 und DSS-5 sowie DSS-AOM-1 unter den selben Zuchtbedingungen

(VHH) und mit gleicher Nahrung aufgezogen.

Der potentielle Einfluss eines durch den genetischen Eingriff verdnderten Mikrobioms bei den transgenen
Mausen kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Daher wurden die beiden Vergleichsgruppen um eine
dritte Gruppe von Mausen des Typs C57BL/6N erweitert. Diesen Mdusen wurde bei Versuchsbeginn das
Fusionsprotein sgp130Fc in einer Menge von 150 ug in Verbund mit PBS (1x) als 200 pl Gesamtlosung in die
Bauchhohle injiziert. Alle sonstigen Vergleichstiere erhielten zum selben Zeitpunkt eine entsprechende
Injektion ausschlieRlich mit PBS (1x). Diese Injektionen wurden alle 7 Tage wiederholt. Eine Ausnahme bildet
die Versuchsreihe DSS-5 wo auf eine entsprechende intraperitoneale Gabe von 10 pg sgp130Fc mit einer

Wiederholung nach 4 Tagen umgestellt wurde.
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2.2 Das DSS-Colitis-Modell

Dextran Sodium Sulfat (DSS) ist ein Natriumsalz, welches, beigemischt im Trinkwasser, zu einer Schadigung der
epithelialen Schutzbarriere im Kolon fihrt. Hierdurch wird eine forcierte Infiltration von Bakterien in tiefere
Gewebsschichten ermoglicht und damit eine Entziindung des Darms herbei gefiihrt. Das in diesem Wirkstoff

enthaltende Polysaccharid Dextran hat zusatzlich antithrombotische Wirkung.

Dieses DSS-Colitis-Modell, zuerst etabliert von Okayasu 1990 (Okayasu, Hatakeyama et al. 1990), ist seit Uber
20 Jahren eines der meist verwendeten Colitismodelle. Die Beliebtheit beruht auf der Tatsache, dass die hier zu
beobachtenden Zytokinprofile sowie auch die histologischen Ergebnisse denen von chronischen

Darmentziindungen, speziell der Colitis ulcerosa, dhnlich sind.

Zunachst wird das Trinkwasser fiir die Versuchstiere autoklaviert und gefiltert. AnschlieRend erfolgt die
Beimischung von Dextran Sodium Sulfat zu einem bestimmten Prozentsatz fiir eine klar definierte Periode. Die
Hohe der beigemischten DSS-Konzentration ist in der Literatur dauRerst unterschiedlich und richtet sich auch
nach dem verwendeten Maustyp. Der Grad der Darmentziindung, das AusmaR an Ulzerationen und der
blutigen Diarrhéen sowie des Gewichtsverlusts nehmen mit steigender DSS-Dosis zu (Egger, Buchler et al.
2000). In unserem Fall wurde analog jlingerer, vergleichbarer DSS-Studien (Qualls, Kaplan et al. 2006;
Matsumoto, Hara et al. 2010) den Mausen jeweils eine Konzentration von 3% DSS im Trinkwasser fiir 5 Tage
gegeben. AnschlieBend wurde das Trinkwasser komplett ausgewechselt und wieder auf normales Trinkwasser
umgestellt (Wirtz, Neufert et al. 2007). Das Korpergewicht, ein Haemoccult-Test sowie die Stuhlkonsistenz der
Versuchstiere wurden taglich erhoben. Die Stuhlkonsistenz wurde kategorisiert als 0 fiir normalen, 1 fir
weichen, aber geformten Stuhl, 2 fiir sehr weichen Stuhl und 3 fiir Diarrh6e. Die analoge Kategorisierung fiir
Haemoccult lautet O fir negativen und 1 fiir positiven Haemoccult-Test, sowie 2 fiir sichtbare Blutspuren im
Stuhl und 3 fir rektale Blutungen. Aus dem prozentualen Verlust des Kérpergewichts sowie der jeweiligen
Punktwerte fir Haemoccult und Stuhlkonsistenz kann nun ein klinischer Score, der Disease-Activity-Index (DAI),
errechnet werden, der die Gesamtsituation der Entziindungen in seinen verschiedenen klinischen Dimensionen
in einer Zahl abbildet (siehe Anhang). Das hier verwendete Modell geht zurick auf Siegmund (Siegmund,

Rieder et al. 2001)

Das in dieser Form angewandte DSS-Colitis-Modell fiihrt bei den betrachteten, mit sgp130Fc behandelten wie
unbehandelten C57BL/6N bzw. transgenen sgpl30Fc Mausen zunachst nach ca. 3 bis 4 Tagen relativer
Gewichtskonstanz zu einem langsam beginnenden Gewichtsverlust, der bis zum achten Tag zunimmt. Der achte
Tag markiert in der Regel den Punkt der maximalen Darmentziindung. Hierauf folgt, gegeben eine
entsprechende Versuchsdauer, eine sukzessive Erholung bis zum 21. Tag der Versuchsreihe, an dem die
urspriingliche Darmsituation teilweise wieder hergestellt ist. Zur histologischen Analyse des
Entziindungsgeschehens wurde daher der achte Tag als Betrachtungszeitpunkt gewahlt, da sich hier am

deutlichsten Unterschiede im Entzlindungsgeschehen zwischen den verschieden Maustypen widerspiegeln.
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2.3 Das DSS-AOM-Krebs Modell

Beim DSS-AOM-Krebsmodell werden vor dem Hintergrund einer chronischen Entziindung durch wiederholte
orale Gabe von Dextran Sodium Sulfat (DSS) Darmtumoren durch die mehrmalige Gabe des Prokarzinogens
Azoxymethan (AOM) induziert. Azoxymethan wird dabei intraperitoneal injiziert und durch metabolische

Aktivierung in O6-Methylin-Guanin umgewandelt.

Die Anwendungen dieses Modells zur Karzinogenese im Kolon unterscheiden sich nach Anzahl und Zeitpunkt
der jeweiligen DSS und AOM-Gaben (de Robertis et.al. 2011). In dieser Arbeit wurde das DSS-AOM-Modell in

einer Grundversion angewendet (Neufert et.al. 2007):

Nach einer initialen intraperitonealen Injektion von AOM in einer Dosierung von 10 mg/kg KG erfolgte 7 Tage
spater die erste orale Verabreichung von 2% DSS Uber das Trinkwasser fiir eine Dauer von ebenfalls 7 Tagen.
Nach einer zweiten intraperitonealen Injektion von AOM in der abgeschwachten Dosierung von 5 mg/kg KG
am Tag 21 der Versuchsreihe erfolgte eine Woche spater wieder eine orale Gabe von 2 % DSS (iber das
Trinkwasser fiir weitere 7 Tage. Den Abschluss der Behandlung bildete die finale orale Gabe von 2 % DSS uber

das Trinkwasser fiir 7 Tage in der achten Versuchswoche.

Die Evaluierung der induzierten, Colitis-assoziierten Karzinogenese erfolgte nach insgesamt rund 100 Tagen. Es
wurde selektiv einem Teil der Versuchstiere 2 Stunden vor Versuchsende Bromdesoxyuridin (BrdU) in einer
Dosierung von 10 pl/g (Verdiinnung 0,1g/10ml) KG i.p. injiziert. Eine schematische Ubersicht {iber den
Zeitablauf der DSS-AOM-induzierten Karzinogenese zeigt die Abbildung 7. Die in der Versuchsreihe DSS-AOM-1
verwendete Charge des Wirkstoffs AOM von Sigma Aldrich fihrte bei Einsatz in einem anderen Krebsmodell im
Unterschied zur hier beschriebenen Versuchsreihe zu einem nicht erklarbaren frihzeitigen Tod der
Versuchstiere. Hieraus ergeben sich aber aus Sicht des Autors keine unmittelbaren Einschrankungen Uber die

Gultigkeit der hier dargestellten Versuchsergebnisse.

ZeitinTagen Evaluierung
1 7 14 pAl 28 3 L) 49 5/ 100

t t

Abb.7: Schemtatische Darstellung des DSS-AOM-Krebsmodells

Die Auswertungen umfassten neben der histologischen Untersuchung (siehe 2.4), die makroskopische
Erfassung des entnommenen Kolons (Fotographie) und weitere Organentnahmen und deren Gewichtsmessung
(Leber, Milz, inguinale sowie mesenteriale Lymphknoten). 4 ausgewahlte Versuchstiere (2 x C57BL/6N und 2 x

sgp130Fc) wurden zusatzlich vor der Tétung einer Koloskopie unterzogen.
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Die histologische Analyse der Karzinogenese erfolgte auf der Basis der in Hamatoxylin-Eosin-Farbung
angefertigten Kolonrollen (,swiss-rolls“ siehe histologische Analyse). Hierbei wurden jeweils 3 aussagefahige
Schnittebenen der Kolonrollen in Hdmatoxylin-Eosin-Farbung aufbereitet. Auf Basis dieser Kolonrollen erfolgte
am Mikroskop die Messung der Anzahl der Tumore und der Tumordurchmesser. Zusatzlich wurde das Ausmaf
der Tumorausbreitung (als Summation der einzelnen Tumorflichen) bestimmt. Diese Messungen erfolgten
mittels der Software ,analysis“ von Olympus fiir jede Schnittebene. AnschlieBend wurde aus diesen
Messungen jeweils der maximale Tumordurchmesser und die maximale GroéBe bzw. Fliche  der
Tumorausbreitung bestimmt. Fiir die Festlegung der Anzahl der Tumore wurde die Schnittebene ausgewahlt,
die auch fir die Berechnung der maximalen TumorgroRe verwendet wurde. So ist weitgehend sichergestellt,

dass Tumore, bedingt durch den jeweiligen Anschnitt, nicht mehrfach gezahlt werden.

2.4 Histologische Analyse

2.4.1  Anfertigung und Farbung von Kolonrollen

Zunachst wurde das Kolon im Rahmen der Praparation komplett entnommen, von bestehenden Geweberesten
weitestgehend befreit, langsseits am Ansatz des Mesenteriums aufgeschnitten und in einer Phosphat
gepufferten physiologischen Salzlésung (PBS) gereinigt. Im Anschluss wurde der Darm beginnend mit der
proximalen Verbindungsstelle zum Caecum und mit der Innenseite nach auRen orientiert um den Stil eines
Wattestdbchens aufgewickelt, sodass eine sogenannte Kolonrolle entstand. Die aufgewickelte Kolonrolle wurde
zunédchst mittels Paraformaldehyd (PFA) und in den folgenden Schritten nach entsprechender Aufbereitung in
Paraffin fixiert. Zum Abschluss wurden die so erstellten Paraffinblécke der Kolonrollen auf unterschiedlichen

Hohen geschnitten und diese Schnitte in zwei Arten gefarbt:

e in einer Basisfairbung mittels Hamatoxylin-Eosin zur Beurteilung des Entziindungsgrades in
verschiedenen Darmabschnitten, Messung von Ulzerationen bzw. der quantitativen Analyse einer
Karzinogenese sowie

e einer Farbung fir Makrophagen (F4/80) um die Infiltration von Makrophagen in ausgewdhlten

Entzlindungsregionen zu verschiedenen Entziindungszeitpunkten zu beurteilen.

Die hier beschriebene Vorgehensweise erlaubt die Beurteilung des gesamten Darms und ist daher den (iblichen

Einzelbetrachtungen ausgewahlter Entzindungsregionen Uberlegen.
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2.4.2. Qualitative und quantitative Analyse der Histologie

Die qualitative Beurteilung des Entziindungsgeschehens im Rahmen der DSS-Colitis erfolgte mit Hilfe des
Histologie-Scores von Rachmilewitz (Rachmilewitz, Karmeli et al. 2002). Dieser Score differenziert nach den

einzelnen Schichten der Darmwand:

e  Fir das Epithel gilt der Wert
o O fir fehlenden pathologischen Befund,
o 1 bei Hyperproliferation, irreguldren Krypten und Verlust von Becherzellen,
o 2-4beimildem, starkem bzw. kompletten Verlust von Krypten, sowie
o 5 beiUlzerationen unter einer Lange von 10 Krypten und
o 6darlber.
e Separat wird die Infiltration der Mukosa mit Entziindungszellen bewertet
(0 =normal, 1 = mild, 2 = maRig und 3 = stark),
e gleiches gilt fir die Submukosa (0 = normal, 1 = mild bis maRig und 2 = stark)

e und die Serosa ( 0 = normal und 1 = moderat bis stark).

Die Werte werden dann zu einem Gesamtergebnis fiir den Epithelschaden und die Infiltration mit
Entziindungszellen zusammengezahlt, so dass ein Wert von 0 bis 12 resultiert. Ein illustratives Beispiel ist in
Abb. 8 dargestellt. Histologische Referenzbeispiele fiir die verschiedenen Stadien des Entziindungsgeschehens
sind im Anhang fir jedes Stadium abgebildet. Die Beurteilung erfolgte wie immer unabhéangig erst durch den

Autor und anschliefend durch Dr. Spehlmann.

Zur quantitativen Beurteilung der DSS-Colitis wurden fiir jedes Versuchstier die Ulzerationen in den
Kolonrollen in drei Ebenen mittels der ,analysis“-Software von Olympus ausgemessen. Die gemessenen
Ulzerationen wurden innerhalb der Ebenen addiert. Die Messung erfolgte dabei wiederum unabhangig durch

Dr. Badke und zur Kontrolle durch Dr. Spehlmann.

Farbungen von Makrophagen (F4/80) geben einen qualitativen Hinweis auf die Infiltration. Diese Histologien
sollten jedoch nicht durch eine Quantifizierung tberinterpretiert werden, so dass eine quantitative Analyse hier

unterblieb.

Im Rahmen der histologischen Analyse der Karzinogenese wurden analog Hamatoxylin-Eosin-Farbungen von
Schnitten der Kolonrollen auf drei Ebenen angefertigt. Fiir jeden dieser Schnitte wurden mit Hilfe der
,analysis“-Software von Olympus die Tumoren ausgezahlt, ihr maximaler Durchmesser (tumor load) bestimmt

und die Flache der Tumoren ausgemessen.
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Abb. 8: Beipielhafte Darstellung der histologischen Bewertung des Entziindungsgeschehens fir eine
transgene sgp130-Fc —Maus (V2-6-R) im Rahmen der DSS-Colitis an Tag 8 nach Start der DSS-Gabe auf der
Basis der Kolon-Rolle und des Scores von Rachmilewitz (weitere Beispiele siehe Anhang)
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2.5 Analyse von Immunzellen der Lamina propria mittels Durchflusszytometrie

Um die Immunzellen aus der Lamina propria zu analysieren, wurde zuerst das Kolon prdpariert, danach die
Immunzellen aus dem Kolon isoliert und markiert und abschlieRend diese mit Hilfe der Durchflusszytometrie

quantitativ analysiert (Weigmann et. al 2007).

Zuerst wurde das entnommene Kolon ldngs am Ansatz des Mesenteriums aufgeschnitten, mit PBS (1x) gespiilt
und in 0,5 cm lange Stiicke geschnitten. Um nun die Immunzellen aus dem Darm zu isolieren, wurde in einem
ersten Schritt das Epithel aus den Kolonstlicken entfernt, um dann in einem zweiten Schritt aus diesen

Kolonstiicken die Immunzellen durch ein Lamina-propria-Medium zu isolieren:

e  Unmittelbar nach erfolgter Praparation wurden die Kolonstiicke in 12,5 ml des vorbereiteten EDTA-
Mediums (pro Maus: HBSS 95ml, FCS 5ml, EDTA 0,5ml (0,5M)) bei 37 Grad Celsius und 0,4 g fiir 6 min
inkubiert. AnschlieRendem wurden die Kolonstlicke mit dem Medium mittels eines Vortexers fiir eine
Minute (Stirke 2-5) verwirbelt, der Uberstand mit den dort enthaltenden Epithelzellen verworfen und
erneut 12,5 ml EDTA-Medium hinzugegeben. Dieser Vorgang wurde mehrmals wiederholt. Die
Konzentration der Epithelzellen im Uberstand, erkennbar durch eine entsprechende Eintriibung, nahm
dabei stetig ab. Die nun von den Epithelzellen weitgehend befreiten Kolonstiicke schwebten im
Uberstand und wurden abschlieRend in ein neues ReagenzgefiR uberfiihrt, das 12,5 ml eines
Mediums fir die Extraktion der Immunzellen aus der Lamina propria (LPM) (pro Maus: DNEM+FCS+P/S
25ml, DNase 1,2ml, Kollagenase (D) 15,5 mg) enthielt.

e Die Inkubation der Darmstiicke erfolgte nun im LPM fir 20 Minuten bei 37 Grad und 0,4 g.
AnschlieRend wurde der Inhalt des Reagenzgefilles mit Hilfe eines Vortexers fiir eine Minute bei
mittlerer Starke verwirbelt, so dass sich die Immunzellen nun durch die im LPM enthaltenen Enzyme
von der Kolonoberfliche herauslésten und im Uberstand befanden. Dieser Uberstand wurde
entnommen und gefiltert in ein neues 50ml ReagenzgefdR gegeben. AnschliefRend wurde das
Reagenzgefall mit den Kolonstiicken wiederum mit 12,5 ml LPM aufgefiillt und der obige Vorgang
wiederholt. Es resultierte ein 50ml Reagenzgefal3, gefiillt mit ca. 20 ml gefiltertem LPM, in dem sich
die Immunzellen aus der Lamina propria der untersuchten Maus befanden. Dieses ReagenzgefaR
wurde nun mit neutralem Medium, bestehend aus DNEM+FCS+P/S, auf 50ml aufgefillt und diese
Zellsuspension bei 25 g und einer Temperatur von 4 Grad Celsius fir 10 Minuten zentrifugiert. Danach
befanden sich alle Immunzellen am Boden des ReagenzgefiRes. Der Uberstand im ReagenzgefiR
wurde verworfen und der Bodensatz mit den Immunzellen mit 2 ml Reagent Diluent resuspendiert.
Diese Zellsuspension mit hoher Immunzellkonzentration wurde je nach Analyseprofil mit mindestens
100 pl pro Vertiefung auf eine Spitzbodenplatte zur weiteren Verarbeitung (Markierung mit

Antikorpern) verteilt.

Um die verschiedenen Immunzellen nun mittels Durchflusszytometrie zu untersuchen, wurden sie mit
Antikoérpern markiert und gefarbt. Daflir wurden 0,25 bis 0,5 pug des jeweiligen Antikérpers in die jeweilige
Vertiefung der Spitzbodenplatte eingebracht und mit der Immunzellsuspension vermischt. Grundsatzlich

wurden dabei alle Immunzellen in den verwendeten Vertiefungen der Spitzbodenplatte mit CD45, dem
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allgemeinen Oberflachenmarker fiir Leukozyten markiert, um spater eine gezielte Vorselektion und damit
Konzentration auf Leukozyten bei den zu betrachtenden Zellen zu ermdglichen. AnschlieRend wurden in die
jeweiligen Vertiefungen der Spitzbodenplatte je nach Fragestellung weitere Antikorper hinzugefiigt: So wurden
Zellen beispielsweise mit CD45 und F4/80 (als Oberflachenmarker fir Makrophagen) markiert, um diese spater
in der Durchflusszytometrie als Makrophagen, einer Subpopulation der Leukozyten, getrennt betrachten zu

kénnen. 18

Zur weiteren Aufbereitung der Immunzellen wurde die Spitzbodenplatte fir 10 Minuten in Dunkelheit gekihlt,
anschlieBend 100 pl Reagent Diluent pro Vertiefung hinzugegeben und die Platte mit 1200 rpm bei 4 Grad
Celsius fiir 7 Minuten zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand aus den Vertiefungen der Spitzbodenplatte
verworfen, erneut 200 pl Reagent Diluent pro Vertiefung hinzugeben und erneut mit oben Werten
zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt. AbschlieRend wurden die mit 200 pl Reagent Diluent
pro Vertiefung resuspendierten, markierten Immunzelllen in ein mit 600 pl Reagent Diluent gefiilltes

Reagenzgefal zur weiteren Analyse mittels Durchflusszytometrie gegeben.

In der Durchflusszytometrie wird die zu untersuchende Probe in einer Kapillare so fokussiert, dass jede Zelle
einzeln nacheinander durch einen mit einem Laser bestrahlten Messbereich lauft. In diesem Messbereich trifft
ein Laserstrahl auf die Einzelzelle und das dabei entstehende Streulicht oder Fluoreszenzsignal wird von einem

Detektor analysiert.

Als Vorgehensweise zur moglichst genauen Identifikation einzelner Immunzellarten wurde nach Riicksprache

mit Dr. Wahl von BD-Pharmingen folgende Vorgehensweise abgestimmt:

e  Zunichst wurden die nicht relevanten Zellfragmente ausgeschlossen und aus der resultierenden
Zellpopulation die Leukozyten mittels ihres Oberflichenmarkers CD45 in einem Histogramm
dargestellt und so herausgefiltert.

e AnschlieRend wurde zur Identifikation einer Subpopulation dieser Leukozyten, beispielsweise die T-
Zellen mit ihrem zusatzlichen Oberflachenmarker CD3, mittels eines Streudiagramms in vier Gruppen
unterteilt, um sich auf den Quadranten mit den Zellen mit gleichzeitig hoher Ausprdagung der
Oberflachenmarker CD45 und CD3 zu konzentrieren.

e Innerhalb der Zellen in diesem Quadranten erfolgte abschlieRend mittels eines weiteren Histogramms
des immunzellspezifischen Oberflaichenmarkers, also im Beispiel der T-Zellen mit CD3, die
Fokussierung auf die homogene CD3 positive Zellpopulation in diesem Quadranten. Im Fall einer
weiteren Selektion, wurde das Verfahren entsprechend wiederholt.

e AbschlieBend wurde dann der relative Anteil von spezifischen Immunzellen an der Gesamtpopulation
der Leukozyten in der Lamina propria des Kolons zu den verschiedenen Entziindungszeitpunkten (Tag
0, 4 und 8) nach DSS-Gabe fiir die 3 verschiedenen Maustypen verglichen.

e Dieser Ablauf wurde zur Absicherung der Ergebnisse fiir die verschiedenen Untersuchungszeitpunkte

in unterschiedlicher Haufigkeit wiederholt.

18 Fir die im Rahmen der Durchflusszytometrie notwendige spatere Kompensationskontrolle wurden sogenannte Beads verwendet.
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Beispielhaft ist in Abb. 9 die Selektion der CD45+CD3+ - Zellen fiir die Wildtypen (C57BL/6N) zum Zeitpunkt

Tag 0 in der Lamina propria des Kolons illustriert.
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Abb. 9: Berechnung der relativen Immunzellanteile der Leukozyten:

(a) Eingrenzung auf die zu untersuchenden Zellen

(b) weitere Konzentration auf die CD45+ Zellen (Leukozyten) mittels Histogramm

(c) Abbildung dieser Leukozyten in einem Streudigramm zusammen mit der zu untersuchenden
Immunzellpopulation (hier CD3) und Unterteilung dieses Diagramms in 4 Quadranten. Der Quadrant Q2 enthalt
nun alle CD3+CD45+ Zellen.

(d) Die Q2-Polulation wird nochmals bzgl. CD3 in einer Histogrammdarstellung abgebildet, um so auch nur die
relevante Zellpopulation zu selektieren.

(e) Die Ergebnisse werden zusammengefalRt und

(f) als relative GréRen der Abbildung hinzugefigt.

Dieses Verfahren wurde mit den verschiedenen Maustypen zu unterschiedlichen Entziindungszeitpunkten
durchgefiihrt und so zum Beispiel untersucht, ob und wie sich der Anteil der Makrophagen an den Leukozyten
in der Lamina propria im Rahmen einer Entziindung zu verschiedenen Zeitpunkten fiir unterschiedliche
Maustypen verdandert. Gleiches gilt entsprechend fiir alle anderen Immunzellarten, die extrazelluldar durch

entsprechende Oberflaichenmarker gekennzeichnet wurden.

Die hier durchgefiihrten Analysen wurden zur Absicherung der Ergebnisse mehrfach wiederholt. Insgesamt
wurden 44 Versuchstiere fir Messungen mit Hilfe der Durchflusszytometrie eingesetzt. Jedoch konnte nach
Selektion lber CD45 nicht immer eine ausreichende verbleibende Zahl an zu betrachtenden Immunzellen
gewonnen werden. Daher wird sich in Abschnitt 3.1.4. auf die Darstellung von aussagefdhigen Einzelmessungen
beschrankt, die folglich auch nur als Hinweis auf potentielle Unterschiede in den Immunreaktionen der

verschiedenen Maustypen unter DSS-Colitis dienen kénnen.
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2.6 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung der Untersuchungsergebnisse erfolgte mit dem
Programm Sigmaplot 12. Bei Uberpriifung der Signifikanz von Ergebnisunterschieden erfolgte zunichst die
Uberpriifung der Normalverteilungsannahme fiir die zugrundeliegenden Vergleichsdaten mit Hilfe des Tests
von Shapiro-Wilk. Bei Bestatigung der Normalverteilungsannahme erfolgte die Beurteilung der Signifikanz der
betrachteten  Ergebnisunterschiede mit Hilfe des T-Tests, ansonsten wurde auf den Mann-Withney-

Ranksummen-Test zurlickgegriffen.
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3 Ergebnisse

3.1  Wirkung von sgp130Fc bei transgenen Madusen und Injektion im Vergleich

zu C57BL/6N Wildtypen im Rahmen der DSS-Colitis

3.1.1 Ubersicht iber die Versuchsreihen

Aufbauend auf den beiden Vorversuchen wurden 3 Versuchsreihen zur Analyse von sgp130Fc in der DSS-Colitis
durchgefiihrt. Nachdem in den Vorversuchen der Schwerpunkt auf den kompletten Entziindungsverlauf
inklusive der Regeneration gelegt wurde, steht in den folgenden 3 Versuchsreihen die eigentliche
Entziindungsphase im Vordergrund. Wie bereits erwdhnt, werden hierfir Tag 4 als friher
Entziindungszeitpunkt und Tag 8 als Punkt des maximalen Entziindungsgeschehens als Beobachtungszeitpunkt
ausgewahlt. Die 3 Versuchsreihen wurden ergédnzt durch parallele Untersuchungen der Entziindungsverldufe
von Einzeltieren bzw. Tierpaaren mit Hilfe der Durchflusszytometrie. Insgesamt ergibt sich somit folgender

Versuchsaufbau (Tabelle 1):

davon vorzeitig
Studie Ziel und Struktur verwendete Maustypen Anzahl verstorben

DSS-1 Vergleich von C57BL/6Nvon Charles River zu transgenen sgp130Fc-
Mausen aus eigener Zucht, bezlglich langfristigem
Entziindungsverhalten nach DSS-Gabe (inklusive Regeneration)
Studienldnge: 21 Tage C57BL/6N -Charles River 10 -
DSS Periode (Tage): 5 mit 3% tr. sgp130Fc—VHH 11 3

DSS-2 Vergleich von C57BL/6Nvon Charles River zu transgenen sgp130Fc-
Mausen aus eigener Zucht, bezlglich akutem und mittelfristigem
Entzindungsverhalten nach DSS (inkl. beginnender Regeneration)
Studienldnge: 7 bzw. 14 Tage C57BL/6N -Charles River 15 5
DSS Periode (Tage): 5 mit 3% tr. sgpl30Fc—VHH 9 4

DSS-3 Vergleich von unbehandelten und mit sgp130Fcinjizierten C57BL/6N zu
transgenen sgpl30Fc-Mausen, jeweils aus eigener Zucht, bezliglich

akutem Entziindungsverhalten nach DSS C57BL/6N-VHH 11 -
Studienlange: 8 Tage C57BL/6N-VHH(inj) 9 1
DSS Periode (Tage): 5 mit 3% tr. sgpl30Fc—VHH 10

DSS-4 Vergleich von unbehandelten und mit sgp130Fcinjizierten C57BL/6N zu
transgenen sgpl30Fc-Mausen, jeweils aus eigener Zucht, bezlglich

akutem Entzlindungsverhalten nach DSS C57BL/6N-VHH 5 -
Studienlange: 8 Tage C57BL/6N-VHH (inj) 5 -
DSS Periode (Tage): 5 mit 3% tr. sgp130Fc— VHH 7

DSS-5 Vergleich von unbehandelten und mit sgp130Fcinjizierten C57BL/6N zu
transgenen sgp130Fc-Méausen, jeweils aus eigener Zucht, beziiglich

akutem Entziindungsverhalten nach DSS C57BL/6N-VHH 12 -
Studienlange: 8 Tage C57BL/6N-VHH (inj) 3 -
DSS Periode (Tage): 5 mit 3% tr. sgpl30Fc- VHH 17

Tabelle 1: Ubersicht tiber die Versuchsreihen der DSS-Colitisversuche DSS-1 bis DSS-5
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3.1.2 Klinische Unterschiede im Entziindungsverlauf
3.1.2.1 Langzeitbetrachtung inklusive Regeneration

Der detaillierten Analyse der unterschiedlichen Wirkungsweise von sgp130Fc im Entziindungsprozess der DSS-
Colitis gingen zwei Versuchsreihen DSS-1 und DSS-2 voraus, die sich auf den Vergleich von unbehandelten
Wildtypen und transgenen sgpl130Fc-Mausen Uber einen verldngerten Entziindungsverlauf inklusive einer
Phase der Regenerierung konzentrierten. Es zeigt sich in beiden Versuchen ein starkerer relativer
Gewichtsverlust fir die transgenen sgp130Fc-Mause mit maximaler Auspragung flr beide Maustypen an Tag 7
bzw. 8 nach Versuchsstart (Abb. 10). Dariiber hinaus zeigten die transgenen sgpl130Fc-Mause einen
langsameren Gewichtsanstieg nach der akuten Entziindungsphase, der sich in signifikanten, tagesspezifischen
Gewichtsunterschieden zwischen den beiden Maustypen ab dem 14. Tag in der Versuchsreihe DSS-1

wiederspiegelte.

Gewichtsverlauf: DSS-1 Gewichtsverlauf: DSS-2
transgene sgp130Fc-Mause vs C57BL/6N Mause transgene sgp130Fc-Mause vs C57BL/6N Mause
(3% DSS fur 5 Tage) (3% DSS fur 5 Tage)
120 - . DSS

105 4
pss |  TT-T=====

110

95 o
100
90 4

% Korpergewicht

90 85

80 +

80 4

T T T 1 75 T T
0 5 10 15 20 25 0 2 4
Tage nach Beginn der DSS-Gabe

T T T T T 1
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Tage nach Beginn der DSS-Gabe

—e— C57BLEN (n=8)

—e— C57BL6N (n=14)
—O— ftransgene sgp130-FC (n=11 resp. 8 after day 7)

—O— trangene sgp130-FC (n=9)

Abb. 10: Versuchsreihe DSS-1 und DSS-2: Gewichtsverlauf nach 3% DSS-Gabe im Trinkwasser fiir 5 Tage
--* = Signifikanz der Unterschiede der relativen Tagesgewichte mit p < 0,05)

Die Stuhlkonsistenz und der Haemoccult-Index wiesen fiir beide Maustypen keinen signifikant
unterschiedlichen Verlauf auf. Durch den Disease-Activity-Index (DAI) nach Sigmund (Siegmund, Rieder et al.
2001) kann die klinische Gesamtsituation der Entziindung beschrieben werden (siehe Anhang). Auch dieser DAI
dokumentiert als umfassender Marker filir die Entziindungsintensitit die langsamere Rekonvaleszenz der
transgenen sgp130Fc-Mause in der DSS-Colitis. So ergeben sich auch an den Tagen 10, 11 und 13 — 17 nach
DSS-Gabe noch signifikante relative Unterschiede zwischen beiden Maustypen fiir den DAI (Abb. 11). Die hier
beobachtete Signifikanz der Unterschiede in der Rekonvaleszenz zeigte sich, obwohl in der Versuchsreihe DSS-
1 4 der 11 transgenen sgp130Fc-Mause nur ein sgp130Fc-Serum-Level zwischen 0,4 und 1,6 pg/ml aufwiesen
und sich damit hinsichtlich der sgp130Fc-Konzentration nicht so deutlich von den Wildtypen unterschieden,

wie dies bei den spateren Versuchsreihen der Fall war.
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DSSs1

transgene sgp130-FC vs C57BL6/N mice Disease activity index (dai) (nach Siegmund B. et al 2001)
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Abb. 11: Versuchsreihe DSS-1: Stuhlkonsistenz, Haemoccult und Disease Activity Index nach 3% DSS-Gabe
im Trinkwasser flir 5 Tage (--* = Signifikanz fir tagesspezifische DAI-Unterschiede (p<0,05)

Die hier dargestellten Ergebnisse sind jedoch einer Einschrankung unterworfen. Die einbezogenen Wildtypen
(C57BL/6N) wurden teilweise von Charles-River bezogen und weisen folglich nicht die identischen
Zuchtbedingung wie die transgenen Mause auf, die aus eigener Zucht (Viktor-Hensen-Haus) stammten. Ein
potentieller Einfluss hieraus auf Unterschiede im Mikrobiom der Tiere kann folglich nicht ausgeschlossen
werden. Ein unterschiedliches Mikrobiom kann jedoch Einfluss auf die hier diskutierten Entziindungsverlaufe in

einer DSS-Colitis haben (Elson, Cong et al. 2005)% .

19 Fir eine ausfihrliche Darstellung des Einflusses des Mikrobioms des Darms auf die Untersuchungsergebnisse dieser Arbeit sei auf die
Diskussion (Kap. 4.1) verwiesen.



3.1.2.2  Betrachtung der Frithphase der DSS-Colitis

In der ersten Versuchsreihe (DSS-3) zeigte sich zunachst bis Tag 4 nach Start der DSS-Gabe ins Trinkwasser ein
relativ konstanter Gewichtsverlauf bei allen drei Maustypen. Beginnend mit Tag 5 war jedoch ein deutlicher
kontinuierlicher Gewichtsverlust bei den unbehandelten Wildtypen und transgenen sgp130Fc-Mausen zu
beobachten. Die mit sgp130Fc zweimal im Abstand von 7 Tagen peritoneal injizierten Wildtypen zeigten den
geringsten Gewichtsverlust. Wahrend sich in den beiden Versuchsreihen DSS-3 und DSS-4 die Unterschiede in
der Wirkungsweise von sgp130Fc (injiziert contra transgen) hinsichtlich des Gewichtsverlaufs als signifikant
erwiesen, konnte nur in DSS 4 die Verringerung des Gewichtsverlusts durch Injektion von sgp130Fc gegeniiber
dem unbehandelten Wildtyp als signifikant bestatigt werden. Da die beiden Versuchsreihen DSS-3 und DSS-4
den exakt gleichen Versuchsaufbau aufweisen, konnten daher die Ergebnisse beider Versuche auch in einem

Resultat zusammengefallt werden.

DSS3 DSS4
C57BLBNvs CE7BLE/N vs
CS7BLE/N + 150ug sgp130ip. vs C57BL6/N + 150ug sgp130i.p. vs
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o 3% DSS for 5 days 10 3% DSS for 5 days
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*
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~0O~ trangene sgpi30Fc

Bei Zusammenfihrung der Versuchsreihen DSS-3 und DSS-4 zeigte sich ein signifikanter Gewichtsunterschied
an Tag 8 sowohl zwischen mit sgp130Fc injizierten und unbehandelten Wildtypen, als auch zwischen
unbehandelten Wildtyp und transgenen sgpl130Fc-Mausen sowie injizierten sgp130Fc Wildtypen und
transgenen sgp130Fc-Mausen (Abb. 12) . Eine Injektion von sgp130Fc kann die Gewichtsreduktion nach DSS-
Gabe also signifikant reduzieren, ein dauerhaft erhohter sgpl130Fc-Spiegel im Serum durch transgene

Veranderung fihrt jedoch zum gegenteiligen Effekt. Diese Ergebnisunterschiede deuten darauf hin, dass sich
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durch dauerhaft fehlendes Transsignaling bei den transgenen Versuchstieren eventuell ein ganz anderes

Immunsystem gebildet hat, welches zu den beobachteten Unterschieden in der Gewichtsentwicklung fihrt.

Die unterschiedliche Wirkungsweise von sgp130Fc im Rahmen der DSS-Colitis, speziell die deutlich héhere
Gewichtsabnahme der transgenen sgpl130Fc-Mause gegeniliber den unbehandelten Wildtypen, lieR sich
zumindest vor dem Hintergrund der bisherigen Ergebnisse in der Literatur nicht erwarten. Daher wurde eine
weitere Versuchsreihe mit einer erheblich hoheren Anzahl von Versuchstieren, unbehandelten Wildtypen und
transgenen sgp130Fc-Mausen, angesetzt. Die Serumkonzentration von sgp130Fc war in dieser Versuchsreihe
(DSS-5) bei den transgenen Versuchstieren im Durchschnitt héher als in den vorherigen Versuchsreihen (DSS-3,
DSS-4). Zusatzlich wurde eine kleinere Anzahl an Wildtypen mit einem modifizierten Injektionsschema (kiirzere
Abstande (4 statt 7 Tage) und niedrigerer Dosis (10 pg statt 150 ug)) fiir sgp130Fc in die Versuchsreihe (DSS-5)
aufgenommen (Abb. 13).

Es bestdtigt sich der signifikant hohere Gewichtsverlust der transgenen sgpl30Fc-Mause gegeniiber den
unbehandelten Wildtypen im Rahmen der DSS-Colitis und damit auch der Verdacht hinsichtlich einer moglichen
unterschiedlichen Immunreaktion aufgrund einer dauerhaften Blockade des Transsignalings bei den transgenen
Versuchstieren. Gleichzeitig zeigt sich, dass ein verkiirzter Injektionsabstand trotz erheblich niedrigerer Dosis
bei der Injektion von sgpl130Fc fiir die hier behandelten Mause zu einer weitgehenden Vermeidung eines
Gewichtsverlustes fiihrt. Dies gibt einen Hinweis auf die Bedeutung des spezifischen Injektionsschemas fiir die
klinische Wirkungsweise von injiziertem sgp130Fc und unterstreicht das Potential von injiziertem sgp130Fc als

Wirkstoff zur Vermeidung einer akuten DSS-Colitis.

DSS-5 DSS-5
C57BL6/N vs C57BL6/N + 10pg sgp130 i.p. vs transgen sgp130-Fc mice C57BL6/N vs C57BL6/N + 10pg sgp130 i.p. vs transgen sgp130-Fc mice
3% DSS for 5 days 3% DSS for 5 days
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—w— C57BLBIN + 10pg sgp130-FC ip. every 4th day —8— C57BLGIN _

—0o— trangen sgpi30-Fc —¥— CS57BLE/N + 10pg sgp130-FC i.p. every 4th day
—0— trangen sgp130-Fc

Abb. 13: Gewichts- und DAl-verldufe nach 3%-iger DSS-Gabe ins Trinkwasser flir 5 Tage in der Versuchsreihe DSS-5
(* = Unterschiede an Tag 8 signifikant mit P < 0,05)

Der Krankheitsaktivitatsindex (DAI), also unter Beriicksichtigung von Haemoccult und Stuhlkonsistenz, zeigte

ein vergleichbares Bild: Mit sgpl30Fc injizierte Tiere zeigen die niedrigste Ausprdagung in der
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Entzlindungsintensitdt. Im Gegensatz dazu war die Symptomatik der DSS-Colitis bei den transgenen sgp130Fc-
Mausen deutlich ausgepragter. Die Unterschiede zwischen den verschiedenen ,Applikationsformen” von
sgp130Fc sowie zwischen den transgenen sgpl30Fc Mausen und den unbehandelten Wildtypen sind

hinsichtlich ihrer klinischen Symptomatik (DAI) signifikant.

Einen ersten Hinweis, in wieweit lymphatische Organe unterschiedliche Rollen in der Immunreaktion der
verschiedenen Maustypen spielen, liefern die relativen Organgewichte am Tag 4 und 8 nach DSS-Gabe. Hierzu
wurden im Rahmen der Versuchsreihe DSS-3 die Summe aus rechten und linken inguinalen Lymphknoten, den
mesenterialen Lymphknoten und der Milz mit ihrem jeweiligen Gewicht relativ zum Korpergewicht gemessen
(Abb. 14). Dabei zeigte sich an Tag 4 bei allen Maustypen kein signifikanter Unterschied in den relativen

Gewichten von Lymphknoten und Milz.
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Abb. 14: Vergleich der relativen Gewichte von inguinalen, mesenterialen Lymphknoten und der Milz bezogen
auf das Kérpergewicht an Tag4 und 8 nach DSS-Gabe (- * = signifikanter Unterschied mit p < 0,05)

Am Tag 8 nahm das relative Gewicht der mesenterialen Lymphknoten bei den unbehandelten Wildtypen im
Vergleich zu Tag 4 deutlich zu und lag nun signifikant tiber den Vergleichswerten der mit sgp130Fc-injizierten
Mdause bzw. der transgenen sgpl30Fc-Mause. Das relative Gewicht der rechten und linken inguinalen
Lymphknoten nimmt von Tag 4 zu Tag 8 bei den unbehandelten und mit sgp130Fc-injizierten Wildtypen leicht
zu. Bei den transgenen Mausen ist eine deutliche Verringerung zu beobachten, so dass an Tag 8 ein
signifikanter Unterschied zwischen mit sgp130Fc injizierten Tieren und den transgenen sgp130Fc-Mausen fir
das relative Gewicht der inguinalen Lymphknoten festgestellt werden kann. Diese unterschiedliche Entwicklung
der relativen Gewichte der betrachteten lymphatischen Organe kann als ein erster Hinweis auf

unterschiedliche Entziindungsprozesse bei den drei Maustypen im Rahmen der DSS-Colitis gesehen werden.
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Auf der Basis von Kolonuberstanden konnte mittels ELISA die Konzentration von sgp130Fc im Darm zu
verschiedenen Entziindungszeitpunkten bestimmt werden. Hierbei zeigte sich bei den transgenen wie bei den
mit sgp130Fc injizierten Mausen, im Vergleich zum unbehandelten Wildtyp, ein deutlich erhohtes
Konzentrationsniveau von sgpl30Fc im Darm. An Tag 4 war die Konzentration von sgp130Fc bei den
transgenen und sgp130Fc-injizierten Mausen vergleichbar. Auch an Tag 8 zeigten diese beiden Maustypen eine
hohere sgp130Fc-Konzentration im Vergleich zum Wildtyp, wobei die transgenen Mause jedoch eine signifikant
hoéhere Konzentration im Vergleich zu mit sgp130Fc injizierten Mausen aufwiesen (Abb. 15). Wahrend also die
sgp130Fc-Serumkonzentration bei Injektion des sgp130Fc im Entziindungsprozess weitgehend konstant bleibt,
reagieren die transgenen sgpl30Fc-Mause im fortschreitenden Entziindungsprozess mit einer weiteren
deutlichen Erhoéhung der sgpl30Fc-Konzentration im Blut. Auch dies ist ein weiterer Hinweis auf eine

veranderte Immunreaktion bei den transgenen Tieren im Rahmen der DSS-Colitis.
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Abb. 15: Vergleich der sgp130-Konzentration in der Mukosa an Tag 4 und 8 bei DSS-Kolitis (DSS-Gabe 5 Tage mit 3%)

zwischen unbehandelten und mit sgp130-Fc injizierten C57BL/6N- Mdusen und transgenen sgp130Fc-Mdusen
(-* = signifikanter Unterschied mit p < 0,05)
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3.1.3. Histologische Veranderungen in der DSS-Colitis

3.1.3.1. Vergleich zum Zeitpunkt der frilhen und spaten Regeneration

Ein erster Vergleich der Histologie des Darms erfolgte liber die Betrachtung der Kolonrollen (swiss-rolls) in
Hamatoxylin-Eosin-Farbung. Zur Einschdtzung der Regeneration des Kolons nach DSS-Colitis wurden im
Rahmen der Versuchsreihe DSS-1 und DSS-2 fir die beiden Maustypen, C57BL/6N und die transgenen
sgp130Fc-Mduse, jeweils 3 Untergruppen gebildet. Eine Untergruppe wurde an Tag 6 bzw. 7 getdtet und
hinsichtlich des Entziindungsbildes im Kolon analysiert, die beiden anderen Gruppen entsprechend an den

Tagen 14 und 21.

Die qualitative Analyse der Intensitdt der Entziindung des Kolons fiir die verschiedenen Subpopulationen der
beiden Maustypen basiert auf dem Histologie-Score nach Rachmilewitz, der das AusmaR der Zerstérung in
den vier Schichten der Darmoberfldche (Epithel, Mukosa, Submukosa und Serosa) getrennt bewertet und in
einer MaRzahl zusammenfaRt?°. Ein Vergleich dieser Score-Werte fiir die verschiedenen Messpunkte zeigte fiir
beide Maustypen die zu erwartende Regeneration des Kolons, es konnten jedoch in dieser qualitativen

Betrachtungsweise keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Maustypen beobachtet werden.

Daher wurde zusatzlich fiir die Vergleichsgruppen mit Betrachtungszeitpunkt am Tag 21 nach Entziindungsstart
eine explizite Messung der Lange der Ulzerationen auf Basis der Kolonrollen durchgefiihrt. In diesem
guantitativen Vergleich zeigte sich eine groRe Streuung in der Ulzerationslange bei beiden Maustypen. Zwar
konnte bei den Wildtypen im Schnitt ein leicht niedrigeres Ulzerationsniveau als bei den transgenen sgp130Fc-
Mausen beobachtet werden, die Unterschiede sind jedoch aufgrund der groRen Streuung innerhalb der

Maustypen nicht signifikant.

Insoweit kann die verzogerte Regeneration der transgenen sgpl30Fc-Mause im Vergleich zu den Wildtypen,
wie sie in der klinischen Symptomatik beobachtet wurde, in der histologischen Betrachtung nicht als statistisch

signifikantes Ergebnis bestatigt werden (Abb. 16).

20 Das Bewertungsschema ist in den Methoden (Kap. 2.4.1) ausfuihrlich beschrieben. Zusétzlich sind représentative Beispiele im Anhang
dargestellt.
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Abb. 16: A: Histologische Beurteilung der Darmschadigung im Rahmen der DSS-Kolitis bei transgenen sgp130Fc-
Méausen und C57BL/6N Wildtypen aus DSS-1 und DSS-2 zu verschiedenen Zeitpunkten (Tag 6 bzw. 7,
14, 21) im Entziindungsverlauf auf Basis des Histologie-Scores von Rachmilewitz
B: Ulzerationsmessungen fiir den Gesamtdarm der Versuchstiere aus DSS-1 am Tag 21

3.1.3.2 Vergleich in der aktiven Entziindungsphase

Am Tag 4 sind noch keine signifikanten Unterschiede in der Entziindungsreaktion tber die vier Darmschichten

zu beobachten:

e Beiallen betrachteten Tieren war die Serosa zu diesem Zeitpunkt noch vollkommen intakt.

e Die Submukosa der transgenen sgpl30Fc-Mduse und der Wildtypen war teilweise deutlich von
Entziindungszellen infiltriert. Die mit sgp130Fc injizierten Mause zeigten nur eine geringe Infiltration.

e In der Mukosa fand sich bei allen drei Maustypen eine teilweise starke Infiltration wvon
Entziindungszellen. Zu diesem Zeitpunkt liegen keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Maustypen, bezogen auf die in der Himatoxylin-Eosin-Farbung sichtbare Entziindungsreaktion, vor.

e Das Epithel ist an Tag 4 noch bei allen Versuchstieren in so weit intakt, dass keine Ulzerationen
beobachtet werden kénnen. Bei allen drei Maustypen ist bei einzelnen Tieren ein moderater bis
teilweise vollstandiger Verlust der Krypten zu beobachten. Hierbei waren groRe Unterschiede im
AusmaR des Epithelschadens innerhalb der Maustypen zu beobachten.

e Der qualitativ bewertende Histologie-Score von Rachmilewitz ergab an Tag 4 nach Start der DSS-Gabe

keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Maustypen.



Auf dem Hohepunkt der Entziindungsreaktion an Tag 8 stellt sich das Bild differenzierter dar:

e Die Infiltration von Entziindungszellen in die Serosa blieb generell die Ausnahme und war nur bei zwei

Versuchstieren zu beobachten, wahrend die Submukosa und Mukosa bei allen Tieren Bereiche starker

Infiltration aufwiesen.
e  Praktisch alle betrachteten Versuchstiere aus DSS-3 und DSS-5, mit Ausnahme der sgp130Fc injizierten

Tieren aus der Versuchsreihe DSS-5, zeigten eine starke Schadigung des Epithels mit Ulzerationen.

Da der hier verwendete Rachmilewitz-Score die Infiltration von Entziindungszellen in allen vier einzelnen
Schichten der Darmwand, nicht jedoch die Intensitdt der Ulzerationen des Epithels, schwerpunktmaRig
abbildet, ergaben sich auch hier fiir diesen Histologie-Score keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei
Maustypen. Der hier durch einen Anstieg des Scores qualitativ abgebildete Zuwachs an Entziindungsintensitat
von Tag 4 auf Tag 8 fiel somit bei allen betrachteten Maustypen vergleichbar aus, wie in Abb. 17 fiir die

Versuchsreihe DSS-3 beispielhaft dargestellt ist.
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Das quantitative Ausmal} der Ulzerationen war jedoch zwischen den Maustypen an Tag 8 sehr unterschiedlich.
Die in Abb. 18 dargestellten Kolonrollen der verschiedenen Maustypen an Tag 8 der DSS-Colitis sollen dies
beispielhaft illustrieren: Wahrend sich die Ulzerationen nach Injektion von sgp130Fc an Tag 8 der DSS-Colitis
auf kleinere Bereiche beschrankten bzw. im hier dargestellten Ausnahmefall Uberhaupt nicht auftraten,
zeigten die entsprechenden Wildtypen doch vereinzelte Ulzerationsbereiche groRerer Lange. Die transgenen

sgp130Fc-Mause zeigten haufig langere Ulzerationsstrecken, speziell am distalen Kolon.
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Abb. 18: Typische Beispiele der Entziindungsmuster nach DSS-Gabe an Tag 8 aus Versuchsreihe DSS-3 fiir
(A) eine transgene sgpl30-Fc-Maus: groRRe Ulcerationen im kolo-rektalen Bereich

(B) einen Wildtyp C57BL/6N: Ulcerationen mit Infiltration von Mukosa und Submukosa

(C) sgpl30Fc injizierten Wildtyp: Infiltration von Mukosa und Submukosa bei hier noch intaktem Epithel
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Es zeigt sich zusammenfassend fir die mit sgp130Fc injizierten Tiere ein niedriges AusmaR an Ulzerationen,
wobei jedoch fast kein Versuchstier in allen drei Versuchsreihen komplett ulzerationsfrei war. Bei den
Wildtypen war im Vergleich zu den injizierten Tieren nur eine leicht erhdhte Ulzerationsneigung zu
beobachten, jedoch fiihrte eine Anzahl von Wildtypen mit stark ausgepragter Ulzeration zu einem insgesamt
héheren Ulzerationsdurchschnitt. Signifikante Unterschiede zwischen den Durchschnitten der gemessenen

Ulzerationen lassen sich zwischen diesen beiden Maustypen nicht beobachten.

Die groRte Bandbreite in den gemessenen Ulzerationslangen zeigt sich bei den transgenen sgp130Fc-Mausen.
In jeder Versuchsreihe waren aber sowohl Tiere mit sehr starker Ulzeration als auch Tiere mit niedriger
Ulzeration anzutreffen. Auch wenn der Durchschnitt der Ulzerationen bei den transgenen sgp130Fc-Mausen
oberhalb von denen der beiden anderen Maustypen liegt, 148t sich jedoch aufgrund der hohen Streuung der
Ulzerationen beim transgenen Typ keine signifikante Aussage Uber Ulzerationsunterschiede ableiten und es
verbleibt nur eine stabile Tendenz zugunsten einer niedrigeren Ulzerationsneigung bei Injektion von sgp130Fc

(Abb. 19).
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Abb.19: Gesamtlange der Ulzerationen im Kolon (in mm) an Tag 8 nach DSS-Gabe in DSS-3 — DSS-5

Einen ersten Hinweis auf mogliche Unterschiede in der friihen Immunreaktion zwischen den betrachteten
Maustypen lieferte eine histologische Farbung flir Makrophagen (F4/80) in der Versuchsreihe DSS-3 an Tag 4 :
Der Wildtyp (A) zeigte in Entziindungsregionen die starkste Konzentration von Makrophagen, eine moderatere
Auspragung zeigte der Typ der transgenen sgp130Fc-Maus (B), wahrend beim mit sgp130Fc injizierten Wildtyp
(C) praktisch keine Makrophagen sichtbar sind (Abb. 20).
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Abb 20: Makrophagenfarbung von beispielhaften Entziindungsregionen des Kolons an Tag 4 der DSS-Colitis fur
(A)Wildtyp C57BL/6N: hohe Anzahl an Makrophagen (braun gefarbte Zellen) in Mukosa und Submukosa

(B) transgenen sgp130Fc-Typ: sehr vereinzelte Makrophagen in Mukosa und Submukosa

(C) mit sgp130Fc injizierten Wildtyp: keine deutliche Farbung von Makrophagen sichtbar.

Diese histologische Betrachtung kann jedoch nur einen ersten qualitativen Hinweis auf unterschiedliche
Zellpopulationen in den Immunreaktionen der verschiedenen Maustypen geben. Auf eine quantitative
Betrachtung der Histologie mittels Auszahlung der jeweils angefarbten Zellen wird aufgrund der zu grofRen
Willkiirlichkeit bei Auswahl der entsprechenden Regionen und der damit verbundenen eingeschrankten
Aussagekraft verzichtet. Eine quantitative Analyse der verschiedenen Immunzellpopulationen ist jedoch mit

Hilfe der Durchflusszytometrie moglich, auf deren Ergebnisse im Folgenden eingegangen werden soll.

3.1.4 Entwicklung von Granulozyten, Makrophagen und T-Zellen auf Basis

einer Analyse mit Hilfe der Durchflusszytometrie

Um die Bedeutung der einzelnen Immunzelltypen im Rahmen des Entziindungsvorgangs und ihre quantitative
Entwicklung beurteilen zu kdnnen, wurde zunachst die Ausgangssituation an Tag O vor Gabe von DSS und
Injektion von sgp130Fc bei dem Wildtyp (C57BL/6N) mit der bei den transgenen sgp130Fc M&usen verglichen.
Dabei zeigte sich eine hohere Konzentration in den isolierten Leukozyten (CD45+) fiir CD3+ Zellen (T-Zellen)

beim Wildtyp (Abb. 21).

Hinsichtlich der sonstigen betrachteten Immunzellen (CD4-T-Zellen, zytotoxische T-Zellen (CD8a), Monozyten
und Granulozyten (CD11b, Ly6G) dendritischen Zellen (CD11c) sowie B-Zellen (B220)) ergab sich als
Ausgangssituation, also bevor in eine Teilgruppe der Wildtypen sgp130Fc injiziert wurde und vor Gabe von DSS
ins Trinkwasser, kein signifikanter Unterschied zwischen den Wildtypen (C57BL/6N) und den transgenen
sgpl130Fc-Mausen. Auch war die Zahl der gemessenen Immunzellpopulationen, bei noch fehlender
Entziindung, sowohl bei den Wildtypen als auch bei den transgenen sgp130Fc-Mausen sehr gering. Dies galt
auch fur die Makrophagen (F4/80), wie in Abb. 22 beispielhaft dargestellt. Insoweit kénnen die nun an Tag 4

bzw. 8 ermittelten Unterschiede in den Immunzellpopulationen, die in ihrem prozentualen Anteil an den
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gesamten Leukozyten (CD45) verglichen werden, als unterschiedliche Reaktion auf die DSS-Gabe gesehen

werden.
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Abb.21: Vergleich der T-Zellanteile an den Leukozyten an Tag O (vor DSS-Gabe) auf Basis einer Facsanalyse fur
(A) den Wildtyp: ca. 25% aller Leukozyten CD3 positiv

(B) den transgenen sgpl30Fc: im Vergleich niedrigerer Anteil CD3 positiver Leukozyten
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Abb.22: Vergleich der Makrophagenanteile an den Leukozyten an Tag O (vor DSS-Gabe)
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Am Tag 4 nach DSS-Gabe zeigten sich nun fir die drei unterschiedlichen Maustypen Hinweise auf Unterschiede
in der Entziindungsreaktion. Zundchst wurde bei allen Tieren ein deutlicher Anstieg an Granulozyten

(CD45+Ly6G+) beobachtet (Abb. 23).

igr,_..fw‘;ﬂ__ Speinen Q0140 RO . T Specingn 00148
; i 1l ]
2 :
4 0
] 02 1
1 1
YT 0 T i IR R 3'1
) amumn YR L)

[ ]

Ly6G FITC-A

Speinen 0114

Specimen 00108

y M T |
T Tt n [ ) [ T Tty —~-Trom T

ol (DBRLOM oo L J{m o Y oo
CDERC _ COBRC0M iy COBAPOTA COAPCOMA
n(CD4S)= 5936 Speimen 00108 n(CDIS) = 5822 Specrnen 00148 n(CDd5)= 1434
nilyéG) = 1104 n(ly6G)= 1967 . nily6G) = 474
n(Ly6G) / n(CDAS) = n(Ly6G) / n(CDAS) = 3 n(Ly6G) / n(CD4S) =
18,6% 3,7% ° 33,0%
(A) A (B) FR (C)

oo
LG FTCA

LEGFTCA

Abb. 23: Vergleich der prozentualen Anteile der Granulozyten (Ly6G) an den Leukozyten (CD45)
an Tag 4 nach DSS-Gabe fir den
(A) Wildtyp: Anstieg nach DSS-Gabe
(B) transgenen sgpl130Fc-Typ : starker Anstieg nach DSS-Gabe
(C) mit sgp130Fc injizierten Wildtyp: starker Anstieg nach DSS-Gabe

Der Anstieg an Makrophagen fallt unterschiedlich aus:

Der nicht mit sgp130Fc injizierte Wildtyp (C57BL/6N) zeigte bereits an Tag 4 nach DSS-Gabe einen deutlichen
Anstieg der Makrophagen. Die transgenen sgp130Fc-Mause wiesen diese Zunahme an Makrophagen jedoch
zu diesem Zeitpunkt nicht auf: Durch die hohe Serumkonzentration von sgp130Fc ist bei diesen Mausen das
Transsignaling von IL-6 blockiert, so dass eine Rekrutierung von Makrophagen in vergleichbarem Umfang zum
frihen Zeitpunkt (Tag 4) unterbleibt. Gleiches ist auch fir die mit sgp130Fc injizierten Mause zu beobachten.
Auch hier findet keine zum nicht injizierten Wildtyp vergleichbare Rekrutierung von Makrophagen statt, wie

beispielhaft in Abb. 24 dargestellt ist.

Insoweit bestatigt sich die Momentaufnahme aus der Histologie, die auch fiir den unbehandelten Wildtyp eine

erhohte Konzentration von Makrophagen in der Schleimhaut aufzeigte (Abb. 20).
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Abb. 24: Vergleich der prozentualen Anteile der Makrophagen (F4/80) an den Leukozyten (CD45)
an Tag 4 nach DSS-Gabe fur den
(A) Wildtyp: deutlicher Zuwachs an Makrophagen
(B) transgenen sgpl30Fc-Typ: moderater Zuwachs an Makrophagen
(C) mit sgp130Fc injizierten Wildtyp: praktisch kein Makrophagenanstieg

In einem anderen Entziindungsmodell konnte gezeigt werden, dass IL-6 sowohl Einfluss auf die Menge, als auch
auf die Art dieser Makrophagen im Rahmen einer Entziindungsreaktion hat. 2! Rabe zeigte, dass Makrophagen
im Rahmen einer Entzlindung nach proteolytischer Abspaltung (Shedding) von IL-6R von angelockten
Granulozyten (ber den Signalprozess des IL-6 Transsignalings zur Entziindungsstelle rekrutiert werden (Rabe,
Chalaris et al. 2008). Diese beschriebene Immunreaktion scheint sich auch im vorliegenden DSS-Colitismodell
zu bestdtigen: Durch die Blockade des Transsignalings mittels sgp130Fc waren bei den transgenen sgp130Fc-
Mausen und den mit sgp130Fc-injizierten Wildtypen an Tag 4 nach DSS-Gabe deutlich weniger Makrophagen zu

beobachten als bei den vergleichbaren Wildtypen.

Eine ndhere Betrachtung der Lymphozyten, speziell der B-Zellen (B220) und T-Zellen (CD3) und hier
insbesondere der CD4-T-Zellen sowie der zytotoxischen T-Zellen (CD8a), ergab auch nach wiederholten FACS-
Analysen, bei teilweise begrenzten Zellzahlen, keine Hinweise auf aussagefdhige Unterschiede zwischen den
drei Maustypen zu diesem frilhen Entziindungszeitpunkt. Daher wurde abschlieBend die Entwicklung der
Immunzellen an Tag 8 nach Start der DSS-Gabe, also zum Zeitpunkt der maximalen klinischen

Entziindungssymptomatik, betrachtet.

Zunachst war an Tag 8 eine deutliche Reduktion der Granulozyten bei den Wildtypen zu beobachten. lhr Anteil
an den Leukozyten verringerte sich im Vergleich zu Tag 4 um 30%. Bei den transgenen sgp130Fc-Mausen fiel

diese Reduktion vergleichbar, aber etwas moderater aus. Der deutlichste Unterschied ergab sich beim mit

2Dje Entziindung wurde in diesem Modell durch intraperitoneale Gabe von Lipopolysaccharid induziert. IL-6 unterdriickte in diesem
Entziindungsmodell zusammen mit IL-4 die Rekrutierung von M1-Makrophagen aus dem Blut und verstarkte gleichzeitig die IL-4
vermittelte Phosphorylierung von STAT6, die zusammen mit IL-4 Uber eine alternative Aktivierung von M2-Makrophagen zu einer
Verschiebung der Makrophagenpopulation mit erhohtem Anteil an M2-Makrophagen fiihrte (Mauer, Chaurasia et al. 2014).
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sgp130Fc injizierten Wildtyp, der an Tag 8 im Vergleich zum Tag 0 praktisch keine erhéhten Anteile von
Granulozyten an den Leukozyten mehr aufweist. Dies kann als Indiz gesehen werden, dass hier zu diesem
Zeitpunkt bei Injektion von sgp130Fc die akute Phase der Entziindung bereits abgeschlossen ist (Abb. 26).
Dieses Ergebnis korrespondiert gut mit den klinischen Beobachtungen, wo nach Tag 8 auch bei den Wildtypen
und transgenen Mausen der Start des Regenerationsprozesses beobachtet werden konnte. Der Prozess der
Regeneration scheint jedoch, ausgehend von den klinischen Symptomen der Entziindung bei den mit sgp130Fc
injizierten Mdusen, bei insgesamt deutlich geringerer Intensitdt der Entziindung, zu diesem Zeitpunkt schon

fast abgeschlossen zu sein.
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Abb. 25: Vergleich der prozentualen Anteile der Granulozyten (Ly6G) an den Leukozyten (CD45)
an Tag 8 nach DSS-Gabe fur den
(A) Wildtyp : deutlicher Riickgang des Anteils der Granulozyten
(B) transgenen sgpl30Fc-Typ : moderater Ruckgang des Anteils der Granulozyten
(C) mit sgp130Fc injizierten Wildtyp: deutlichster Riickgang der Granulozyten

Eine ndhere Betrachtung des prozentualen Anteils der Makrophagen an den Leukozyten an Tag 8 zeigte
weitere Unterschiede auf. Wahrend der Anteil der F4/80+ - Zellen an den Leukozyten bei den Wildtypen von
Tag 4 zu Tag 8 wieder auf Normalniveau (vergleichbar Tag 0) abnahm, war bei den transgenen sgp130Fc-
Mausen eine weitere Zunahme zu beobachten, so dass die transgenen Mause an Tag 8 einen deutlich héheren
prozentualen Anteil von F4/80+ Zellen an den Leukozyten aufwiesen als die Wildtypen. Fir die mit sgp130Fc
injizierten Tiere ist zu diesem Zeitpunkt, vergleichbar den Wildtypen, kein nennenswert erhdhter Anteil von

Makrophagen an den Leukozyten messbar (Abb. 26).
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Abb. 26: Vergleich der prozentualen Anteile der Markophagen (F4/80) an den Leukozyten (CD45)
an Tag 8 nach DSS-Gabe fiir den

(A) Wildtyp: Makrophagenanteil wieder auf Niveau wie vor Entziindung
(B) transgenen sgpl30Fc-Typ: weiterer Zuwachs des Makrophagenanteils an Leukozyten
(C) mit sgp130Fc injizierten Wildtyp: Makrophagenanteil wie vor Entzindung

In der Zusammenfassung der dargestellten Analysen mit Hilfe der Durchflusszytometrie [3Rt sich festhalten:
Alle drei Maustypen zeigen eine unterschiedliche Immunreaktion auf die DSS-Gabe: Beim Wildtyp steht der
frGhe Einstrom an Granulozyten im Vordergrund, der auch zu einem frilhen Zeitpunkt zu einer hohen
Rekrutierung an Makrophagen fiihrt. Diese Rekrutierung ist bei den transgenen sgp130Fc-Mausen nur in
moderater Form zu sehen, sie setzt sich allerdings nach Tag 4 kontinuierlich fort. Bei Injektion von sgp130Fc ist
zwar auch ein Einstrom von Granulozyten an Tag 4 sichtbar, eine zu den beiden anderen Maustypen

vergleichbare Rekrutierung von Makrophagen bleibt jedoch aus.
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3.1.5 Zusammenfassung

Im Rahmen der DSS-Colitis zeigten die transgenen sgp130Fc-Mduse eine signifikant hohere Gewichtsreduktion,
als sie bei den mit sgp130Fc injizierten Mausen und Wildtypen zu beobachten war. Histologisch waren keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Maustypen zu beobachten.

In der Durchflusszytometrie und Histologie konnten Unterschiede in der Makrophagenentwicklung an Tag 4

und Tag 8 nach Start der DSS-Gabe beobachtet werden:

e  Flr mit sgp130Fc injizierte Mause erhohte sich der Anteil der Makrophagen an den Leukozyten im
gesamten Entziindungsablauf kaum.

e Die Wildtypen zeigten einen deutlichen Anstieg der Makrophagen und Maximum an Tag 4.

e Die transgenen sgp130Fc-Mause wiesen, verzogert an Tag 8, den hochsten Anteil an Makrophagen

bei den Leukozyten auf.

Eine Erklarungsmoglichkeit dieser Ergebnisse besteht in der Annahme eines veranderten Immunsystems

aufgrund der dauerhaft erhdhten sgp130Fc-Konzentration bei den transgenen Tieren:

Durch die Injektion von sgp130Fc erfolgt die Blockade des IL-6-Transsignalings, so dass die durch proteolytische
Abspaltung von Granulozyten gebildeten l6slichen IL-6 Rezeptoren nicht mehr zu einer Erhéhung des
Botenstoffes MCP1 und der dadurch ausgelésten Rekrutierung von proinflammatorischen Makrophagen aus

dem Blut fithren kénnen (Rabe, Chalaris et al. 2008). %

Diese Blockade in der Rekrutierung von Makrophagen scheint auch bei den transgenen Tieren zu erfolgen, da
an Tag 4 ebenfalls ein Anstieg der Makrophagen im Vergleich zum Wildtyp ausbleibt. Der jedoch an Tag 8
beobachtbare Anstieg kdonnte auf einer lokalen Proliferation von antiinflammatorischen M2-Makrophagen
beruhen, wie er bereits in anderen Entziindungsmodellen beschrieben ist (Jenkins, Ruckerl et al. 2011; Mauer,
Chaurasia et al. 2014). So ware nachvollziehbar, warum ein deutlicher Anstieg von Makrophagen bei den
transgenen sgp130Fc-Mausen an Tag 8 nicht zu einer signifikanten Verschlechterung der Colitis auf Basis der

histologischen Untersuchungen fiihrt.

22 Es wurden alternative Wege der Makrophagenrekrutierung in der DSS-Colitis beschrieben, die unter anderem auch auf einer
Vermehrung von IL-17 beruhen (Ito, Kita et al. 2008), jedoch immer tiber den Botenstoff MCP1 zur Makrophagenrekrutierung fihren.
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3.2 Vergleich von transgenen sgp130Fc-Mausen und C57BL/6N-Wildtypen
im DSS-AOM-Modell der Karzinogenese

3.2.1 Ubersicht der Versuchsreihen

Um den Einfluss einer dauerhaft erh6hten Serumkonzentration von sgp130Fc auf die Darmkrebsentwicklung zu

untersuchen, wurden, auf Basis des DSS-AOM-Modells, drei Versuchsreihen durchgefiihrt.

Das DSS-AOM-Modell ist, wie bereits in Kap. 2 beschrieben, ein Modell fiir eine entziindungsassoziierte
Krebsentwicklung. Die Schadigung der epithelialen Schutzbarriere im Kolon durch die wiederholte Aufnahme
von DSS Uber das Trinkwasser fiihrt dabei zu einer forcierten chronischen Darmentziindung und zusammen mit
dem Prokarzinogen Azoxymethan (AOM) zu Mutationen, die eine Tumorentwicklung induzieren. Eine starkere
Beeintrachtigung der Darmoberflache durch DSS sollte daher auch in einer verstdrkten Adenomentwicklung

resultieren.

Die erste Versuchsreihe umfasste insgesamt 36 Tiere, jeweils 18 Wildtypen und 18 transgene sgp130Fc-Mause.
Die Wildtypen enthielten 8 Tiere aus eigener und 10 Tiere aus einer weiteren institutsinternen Zucht, die
sgp130Fc Méause entstammten der eigenen Zucht. Bei allen Typen handelte es sich um den gleichen Maustyp
C57BL/6N. Alle Tiere wurden unter identischen Bedingungen (Viktor-Hensen-Haus) aufgezogen und gehalten.
So wurden potentielle Einflisse eines unterschiedlichen Mikrobioms aufgrund unterschiedlicher Herkunft,
Zucht und Erndhrung der Versuchstiere so weit wie moglich ausgeschlossen. Die Moglichkeit eines
Unterschieds im Mikrobiom der verglichenen Wildtypen und transgenen Mause aufgrund der Verdanderung des

Genoms der transgenen Tiere bleibt jedoch weiterhin bestehen. 2

Die in der ersten Versuchsreihe verwendete Charge des Karzinogens AOM von Sigma Aldrich fiihrte bei Einsatz
in einem weiteren Krebsmodell im Unterschied zur hier beschriebenen Versuchsreihe zu einem friihzeitigen
Tod der Versuchstiere. Die Ergebnisse beziiglich der Karzinogenese fiir die transgenen sgp130Fc-Md&use in der
hier beschriebenen Versuchsreihe waren jedoch bei weiteren Versuchsreihen mit einer anderen Charge AOM

vergleichbar zu den hier beschriebenen Ergebnissen. 2*

In der zweiten und dritten Versuchsreihe, die von Dr. Spehlmann als Kontrollreihe durchgefiihrt und in
Zusammenarbeit mit dem Autor aufbereitet und ausgewertet wurde, wurden die Wildtypen von Charles-River
bezogen und kurz nach Ankunft im Versuch eingesetzt. Hier ist folglich die Vergleichbarkeit zwischen diesen
Wildtypen und den selbst gezlichteten transgenen Tieren im Vergleich zur ersten Versuchsreihe eingeschrankt.
Waihrend in der ersten Versuchsreihe mehr als 90% der untersuchten Tiere das Ende der Versuchsreihe
erlebten, starben in der zweiten und dritten Versuchsreihe teilweise deutlich mehr als die Halfte aller
Wildtypen, obwohl im Laufe des Versuchs bereits abweichend vom Versuchsdesign die Dauer fiir die DSS-Gabe

deutlich verringert wurde. Eine derartige Mortalitdt unter DSS-Gabe ist fir den verwendeten Typ C57BL/6N

2 Der Einfluss der gentechnischen Veranderungen bei transgenen Mausmodellen auf das Mikrobiom kann im Rahmen der chronisch
entzundlichen Darmerkrankungen das Versuchsergebnis stark beeinflussen (Couturier-Maillard, Secher et al. 2013)

24 Die entnommenen Kolonprdparate aus den Versuchsreihen 2 und 3 sind im Anhang dargestellt. Auch hier sind schon in der
Blickdiagnose bei allen transgenen Tieren Tumore im Kolon vergleichbar zur Versuchsreihe 1 zu erkennen.
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sehr untypisch und steht im Widerspruch zu einer Vielzahl von vergleichbaren Untersuchungen in der Literatur.

Dies schrankt die Aussagen aus diesen Versuchsreihen mit den Wildtypen als VergleichsmalRstab erheblich ein.

Aufgrund dieser sehr starken Einschrankungen in der Aussagefidhigkeit der Ergebnisse bei den Wildtypen in

den Versuchsreihen 2 und 3 wird sich hier primar auf die Darstellung der ersten Versuchsreihe beschrankt.

Die sgp130Fc Serumkonzentration der transgenen Mause schwankte in der hier betrachteten Versuchsreihe
von 3,01 bis 16 pg/ml. Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der sgp130Fc-Konzentration

und dem beobachteten TumorausmaR.

Die Tumorentwicklung von regelmaRig mit sgp130Fc injizierten Wildtypen ist hier nicht Gegenstand der
Untersuchung. Da die Injektion von sgp130Fc schon im DSS-Modell zu einer deutlichen Reduktion bzw.
Vermeidung der Colitis fihrte, ist im Rahmen des DSS-AOM-Modells nicht von einer signifikanten
Tumorentwicklung durch AOM ohne die erleichterte Wirkungsbedingung durch DSS im hier betrachteten
Zeitraum von 100 Tagen auszugehen. Zudem wurde bereits in anderen Studien des AOM-Modells die

hemmende Wirkung von injiziertem sgp130Fc auf die Tumorentwicklung nachgewiesen (Becker, Fantini et al.

2004).
davon

Studie Zielund Struktur verwendete Maustypen Anzahl gestorben
DSS-AOM-1 Vergleich von C57BL/6N mit transgenen sgp130Fc-

Maéusen, beide geziichtet in gleichem Tierstall

unter gleichen Bedingung, bezliglich

Tumorprogression unter AOM-DSS

gesamte Studienlange: 103 Tage C57BL/6N - Zucht: VHH 18 -

DSS Perioden(Tage): 7 -5 -7 mit 2% tr. sgp130Fc- Zucht: VHH 18 3
DSS-AOM-2/3 Vergleich von C57BL/6N from Charles-River mit

transgenen sgp130Fc (eigene Zucht), bezliglich

Tumorprogression unter AOM-DSS — EinfluR eines

unterschiedlichen Mikrobioms?
DSS-AOM-2 gesamte Studienlange: 115 Tage C57BL/6N - Charles-River 17 12

DSS Perioden (Tage): 7 -5 - 3 mit 2% tr.sgp130Fc - Zucht : VHH 17 2
DSS-AOM-3 gesamte Studienldnge: 95 Tage C57BL/6N - Charles-River 7 4

DSS Perioden (Tage): 7 - 3 - 4 mit 2% tr.sgp130Fc - Zucht : VHH 7 3

Tabelle 2: Ubersicht tber die Versuchsreihen zur Darmkarziogenese DSS-AOM-1,2,3
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3.2.2 Der Entziindungsverlauf unter DSS im Rahmen der Karzinogenese

In der vorherigen Analyse der DSS-Colitis wurde gezeigt, dass es signifikante Unterschiede in der klinischen
Symptomatik zwischen transgenen sgp130Fc-Mé&usen und den Wildtypen (C57BL/6N) gibt. Diese klinischen

Unterschiede konnten aber nicht histologisch als statistisch signifikante Differenzen bestatigt werden.

Daher stellt sich Frage, ob die klinisch beobachteten Unterschiede in der Colitis und ihrer Regeneration
ausreichen, um im DSS-AOM-Modell zu vergleichbaren signifikanten Unterschieden in der Karzinogenese zu
flhren, oder ob der Einfluss einer Blockade von IL-6 durch sgp130Fc auf die Karzinogenese ausreicht, die

Effekte der Entziindungsunterschiede im Gesamtablauf der Krebsentwicklung zu kompensieren.

Betrachtet man die Gewichtsverldufe nach erster DSS-Gabe, so zeigt sich auch hier das schon bekannte Bild

eines starkeren Gewichtsverlustes bei den transgenen sgpl30Fc Tieren im Vergleich zu den Wildtypen

(Abb. 27).

Gewichtsverlauf AOM/DSS1: erster DSS-Zyklus

transgene spg130-Fc-Maus vs. Wildtyp

(2% DSS fur 7 Tage)
105 -

> R\iﬁ%

95

% Korpergewicht
&

85

3 transgene sgpl130-Fc Abb. 27:V leich d

. 2% DSS-Gabe - [verstorben nach Tag 19 ] . €rg ‘EIC er

< Gewichtsentwicklung von
transgenen sgpl30Fc -

75 ‘ : . Mausen mit den Wildtypen

0 5 10 15 20 25 30 (C57BL/6N) nach AOM Gabe
Tage nach Versuchsstart (AOM-Gabe) an Tag 0 und 2% DSS-Gabe an
Tag 5 fiir 7 Tage im Rahmen

—o— Wildtyp der Versuchsreihe AOM-DSS 1
—O— transgene sgp130-Fc-Maus

Der zu Beginn dieser Versuchsreihe beobachtete Gewichtsverlauf ist vergleichbar mit den Ergebnissen aus den
DSS-Colitis-Versuchsreihen. Es zeigte sich eine deutlich starkere Gewichtsabnahme in diesem Fall nach 10

bzw. 11 Tagen nach Start der DSS-Gabe fiir die transgenen sgp130Fc Mause im Vergleich zu den Wildtypen.®

25 Ausgehend von einer konstanten taglichen Trinkmenge entspricht die Aufnahme von 3% DSS (iber das Trinkwasser fiir 5 Tage ungefahr

der analogen Aufnahme von 2% DSS fiir 7 Tage. Ein potentieller Einfluss auf den Gewichtsverlauf durch die AOM-Gabe 5 Tage nach
Erstapplikation kann vernachlassigt werden.
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3.2.2 Ergebnisse der Karzinogenese

Nach 103 Tagen erfolgte die Totung der Tiere und Entnahme des Kolon zur Fotographie und weiteren
histologischen Aufarbeitung als sogenannte Kolonrolle. Ferner wurden auch weitere Organe (Leber, Milz,
Lymphknoten) entnommen und gewogen. Eine erste makroskopische Betrachtung des Kolons der jeweiligen
Versuchstiere in den zwei Vergleichsgruppen zeigt sowohl fiir die Wildtypen als auch fiir die transgenen
sgp130Fc-Mause eine deutliche Entwicklung von Adenomen im Kolon. Da diese makroskopische visuelle
Betrachtung (Abb. 28) jedoch leicht zu Fehlschlissen hinsichtlich des tatsachlichen AusmaBes der
Krebsentwicklung bei den betrachteten Tieren fiihrt, soll die folgende Abbildung nur zur lllustration und
Vollstandigkeit aufgefihrt werden.  Eine vergleichende Bewertung der Entwicklung der Adenome kann

ausschlieRlich auf Basis der histologischen Bewertungen und Messungen erfolgen.

(A)

Rektum

(B)

Rektum

sgp-130-fc-(ug/ml): 84 89 30 40 83 72 121 49 872 69 168 11,4 9,2

Abb. 28: Kolonentnahme nach 103 Tagen im Rahmen der Versuchsreihe AOM-DSS-1 fir
(A) die Wildtypen: deutliche Tumorbildung bei vielen Versuchstieren sichtbar
(B) transgenen sgpl30Fc-Mause: deutliche Tumorentwicklung sichtbar, im kolorektalen Bereich,
keine Korrelation von makroskopischem TumorausmaR und sgp130Fc-Konzentration



Im Kolon aller transgenen sgp130Fc-Mduse war ohne Ausnahme eine deutliche Tumorentwicklung sichtbar.
Dabei bestand keine Korrelation zwischen dem Grad der Tumorentwicklung und der sgp130-
Serumkonzentration. Bedingt durch die hodhere Schwankungsbreite bei den Wildtypen fallt die
durchschnittliche Intensitat der Tumorentwicklung bei den transgenen sgp130Fc-Mdusen tendenziell etwas

hoher aus.

Ein vergleichbares Bild zeigte die Koloskopie von ausgewdhlten Versuchstieren. Generell zeigten beide
Maustypen eine deutliche Tumorausprdagung wie in Abb. 29 beispielhaft dargestellt ist. Tendenziell war auch
hier im Bereich des Sigma und Rektums bei der transgenen sgp130Fc-Maus eine stirkere Tumorauspragung zu
beobachten, wobei diese Vergleichsaussage keinen statistischen Anspruch erheben kann. Eine genauere

Analyse kann jedoch durch die Histologie erfolgen.

Abb. 29: Beipielhafte Aufnahmen einer Koloskopie aus dem Sigma-Rektumbereich im Rahmen der
Versuchsreihe AOM-DSS-1 vom
(A) Wildtyp C57BL/6N: deutliche Auspragung einzelner Tumore
(B) transgenen sgpl130Fc-Maus: konfluierende Tumormasse mit deutlicher Stenosierung des Lumens

Die histologische Auswertung der Versuchsreihe 1 zeigte, dass das AusmaR der Tumorentwicklung bei den
transgenen sgp130Fc-Mausen eine starkere Streuung aufwies als bei den nichtbehandelten Wildtypen. Bei
beiden Maustypen war teilweise ein deutliches Ausmafll an Adenomen zu messen. Zur weiteren lllustration
sind zwei Kolonrollen mit deutlicher Auspragung von Adenomen fiir die beiden Maustypen in Abbildung 34

dargestellt.
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Abb. 30: Zwei illustrative Beispiele derKrebsentwicklung auf der Bais von Schnitten der Kolonrollen in
Hamatoxylin-Eosin-Farbung im Rahmen der Versuchsreihe AOM-DSS-1 nach 103 Tagen fir
(A) Wildtypen (C57BL/6N): Tumore im rektalen und mittleren Bereich des Kolons
(B) transgene sgpl130Fc-Mause: erhebliche Tumormasse kolo-rektalen Bereich und drei groRe
Tumore im mittleren Bereich des Kolons

Eine abschlieBende Beurteilung der Tumorentwicklung zeigt nun der Vergleich von Tumoranzahl, Tumorload

und TumorgroRe auf der Basis der Ausmessung der Tumore in den Kolonrollen (Abb. 35). Zwar zeigt sich bei

allen drei MessgrofRen ein leicht héherer Durchschnitt fiir die transgenen sgp130Fc-Mause im Vergleich zu den

Wildtypen, dieser Unterschied ist jedoch aufgrund der deutlichen Streuung in den jeweiligen Messwerten bei

allen drei Messparametern statistisch nicht signifikant.
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Abb. 31: Histologischer Vergleich der Karzinogenese zwischen unbehandeltem Wildtyp und
transgenem sgpl30Fc-Typ nach 103 Tagen im Rahmen der Versuchsreihe AOM-DSS-1

hinsichtlich Tumoranzahl, Tumorload und Tumorgroéfie.
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Daher kann festgehalten werden, dass die transgenen sgpl130Fc-Mduse zwar zumindest in einer klinischen
Betrachtung eine hdhere Anfalligkeit fiir die DSS-Colitis im Vergleich zu den Wildtypen aufzeigen, diese
Anfalligkeit sich jedoch nicht in einer statistisch signifikant starkeren Entwicklung von Adenomen im Rahmen
des DSS-AOM-Modells niederschlagt. Insoweit spiegelt dieses Resultat den protektiven Effekt von sgp130Fc auf
die Wirkung des AOM als Karzinogen wieder. Die Tumorentwicklung bei den transgenen Tieren bestétigte sich

bei makroskopischer Betrachtung der entnommen Organe auch in der zweiten und dritten Versuchsreihe.?®

3.2.4. Zusammenfassung

Die Interpretation der vorliegenden Daten muss unter dem bereits ausgefiihrten Vorbehalt bzgl. der

verwendeten AOM-Charge und potentieller Unterschiede im Mikrobiom der Versuchstiere erfolgen.

Unter diesen Vorbehalten kann festgestellt werden, dass die transgenen sgp130Fc-Versuchstiere im DSS-AOM-

Modell eine konstante signifikante Tumorentwicklung aufzeigten.

Es konnten keine signifikanten Unterschiede in der Tumorentwicklung zwischen den transgenen sgp130Fc-

Mausen und den Wildtypen (C57BL/6N) histologisch gemessen werden.

Becker konnte im DSS-AOM-Modell durch intraperitoneale Gabe von sgp130Fc als selektive Blockade des IL6-
Transsignalings das intestinale Tumorwachstum stoppen (Becker, Fantini et al. 2004). Dieser Ursache-
Wirkungszusammenhang eines durch erhdhte sgp130Fc-Serumkonzentration verringerten Tumorwachstums ist

bei transgenen sgp130Fc-Mausen nicht zu beobachten.

Dies konnte ein weiterer Hinweis auf ein verdndertes Immunsystem bei transgenen sgp130Fc-Mausen im
Vergleich zu den Wildtypen sein, welches zu unterschiedlicher Entwicklung des Tumorwachstums bei Erh6hung
der sgpl30Fc-Serumkonzentration, je nach Art der Vorgehensweise (transgen versus intraperitonealer

Injektion), flhrt.

26 Hier jedoch zeigten die Uberlebenden Wildtypen die makroskopisch tendenziell hohere Tumorentwicklung. Da jedoch in diesen
Versuchsreihen mehr als 50% bzw. 67% aller Wildtypen trotz teilweiser deutlicher Verkilrzung der DSS-Perioden gegeniiber dem Standard-
Versuchsprotokoll starben, was bezogen auf den Typ C57BL/6N im DSS-AOM-Modell als sehr untypisch angesehen werden muss, und
diese Tiere als Bezug von Charles-River wiederum eine andere Herkunft als die transgenen sgp130Fc-Md&use aus eigener Zucht aufwiesen,
wurde auf eine aufwendige histologische Analyse dieser Ergebnisse verzichtet.
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit zeigt einen signifikanten Unterschied in der Wirkung von sgp130Fc bei intraperitonealer
Injektion im Vergleich zu einer transgenen Erhéhung der sgp130Fc-Konzentration im Rahmen des DSS-Colitis-
Modells. Ein im Entziindungsverlauf signifikant starkerer Gewichtsverlust, Unterschiede in der Rekrutierung
von Makrophagen, im relativen Gewicht mesenterialer Lymphknoten sowie in der Entwicklung der sgp130Fc-
Konzentration in der Lamina propria des Kolons, deuten auf eine verdnderte Immunantwort bei den
transgenen Tieren durch die dauerhafte Blockade des Transsignalings hin, die auch schon in einem bakteriellen

Entziindungsmodell in anderer Form beobachtet wurde (Hoge, Yan et al. 2013).

Die intraperitoneale Injektion von sgp130Fc fiihrte in der DSS-Colitis je nach Dosierung und Injektionsschema
zu einer unterschiedlich starken, aber immer signifikanten Reduktion der Entziindungsreaktion. Dieses
Ergebnis bestdtigt die Bedeutung der Dosierung bei intraperitonealer Injektion von sgp130Fc, auf die auch

schon in anderem Zusammenhang hingewiesen wurde (Waetzig and Rose-John 2012).

Die peritoneale Gabe von sgp130Fc im Rahmen des DSS-AOM-Modells fiihrt nachweislich zu einer deutlichen
Reduktion bzw. Vermeidung der Tumorentwicklung (Becker, Fantini et al. 2004; Matsumoto, Hara et al. 2010;
Chalaris, Garbers et al. 2011). Fur transgene sgpl130Fc-Md&use zeigte sich, im Vergleich mit C57BL/6N
Wildtypen, kein signifikanter Unterschied in der Tumorentwicklung. Auch dies weist auf eine verdnderte

Immunantwort bei transgenen sgp130Fc-Mdausen hin.

4.1 Einschrankungen des Aussagegehalts vorliegender Ergebnisse

Die Vorgehensweise in dieser Arbeit flihrt zu einer Reihe von Einschrankungen hinsichtlich der Interpretation

der vorliegenden Ergebnisse:

e Die Herkunft der verwendeten Mé&use war in einigen Versuchsreihen (DSS-1, -2 sowie DSS-AOM-2, -3)
mit einer Mischung aus eigener Zucht und Charles-River als Bezugsquelle nicht identisch, was gerade
einen Einfluss auf die jeweilige Prasenz z.B. von Th17-Zellen in der Lamina propria haben kdnnte. So
sind in der Literatur Falle beschrieben, wo bei externem Bezug z.B. Wildtyp-B6-Mause von Taconic
Farms entsprechende Th17-Zellen in der Lamina propria aufwiesen , die bei gleichem Wildtyp vom
Jackson Labratory fehlten (lvanov, Frutos Rde et al. 2008). Der hier verwendete Subtyp C57BL/6N ist
allerdings ein hervorragend standardisierter Maustyp, flr den in den jlingsten Gensequenzierungen
keine Unterschiede vergleichbarer Art nachgewiesen werden konnten (Mekada, Abe et al. 2009).

e Auf die Bedeutung von Genmutationen bzgl. NOD2 als Risikofaktor der chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen ist bereits oben eingegangen worden. NOD2(-/-) M&use zeigen auch eine deutlich
erhohte Anfilligkeit gegentiber einer DSS-induzierten Colitis (Couturier-Maillard, Secher et al. 2013).
Der hier dahinter stehende Wirkungszusammenhang weist jedoch auf einen Kausalbereich der

chronisch entziindlichen Darmerkrankungen hin, welcher in der vorliegenden Arbeit in seiner
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Einflussnahme auf die Versuchsergebnisse schwer abzuschdtzen ist: Das Mikrobiom des Darms. Die
NOD2 (-/-) Méause wiesen ein verdndertes Mikrobiom auf und ein Transfer dieses Mikrobioms auf
Wildtyp-Mause filhrte zu einer analogen Anfalligkeit gegeniliber der DSS-Colitis (Couturier-Maillard,
Secher et al. 2013). In der vorliegenden Arbeit verbleibt die Mdglichkeit einer unbeabsichtigten
Einflussnahme auf das Mikrobiom durch die genetische Veranderung bei den transgenen Tieren.
Folglich sind alle Ergebnisse dieser Testreihen immer unter diesem Vorbehalt zu betrachten. In den
Vorversuchen DSS-1 und DSS-2 sowie in den durchgefiihrten Versuchsreihen DSS-AOM-2 und DSS-
AOM-3 wurden C57BL/6N Mause von Charles-River mit teilweise nur maximal 2 Wochen Adaptionszeit
im Institutstierstall vor Versuchsbeginn eingesetzt. Hier ist die Moglichkeit eines unterschiedlichen
Mikrobioms durch unterschiedliche Zuchtbedingungen und weitgehend unterschiedliche Nahrung im
Vergleich zu den transgenen sgp130Fc Mausen und die damit verbundene Einschrankung hinsichtlich
der Interpretierbarkeit der Resultate groRer. Gerade die unterschiedlichen Resultate bei den jeweils
verwendeten Wildtypen in den Krebsversuchsreihen bei vergleichbarem Versuchsergebnis fir die
transgenen Tiere legen den Verdacht nahe, dass dem Mikrobiom und der damit verbundenen
Tierhaltung und Ernahrung eine erhebliche Bedeutung fiir die Interpretationsmaéglichkeit von DSS-
Colitis- und DSS-AOM-Krebsmodellen zukommt.

e Die Ergebnisse beziehen sich zudem ausschlielich auf das DSS-Colitis-Modell, welches nur eines von
derzeit (ber 60 experimentellen Modellen zu chronisch entzindlichen Darmerkrankungen ist
(Mizoguchi 2012). Die Starke dieses Modells liegt sicherlich in der Tatsache, dass es viele bedeutende
Aspekte der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen widerspiegelt. Allerdings ist die Ableitung
von Aussagen Uber die Kausalzusammenhdnge in diesem Modell nicht immer moglich. Wahrend
jingere Arbeiten beispielsweise die Rolle von IL-17 im Zusammenspiel von CSF und MCP-1 im
Entziindungsablauf der DSS-Colitis betonen (Ito, Kita et al. 2008), konnte Dieleman frihzeitig zeigen,
dass das DSS-Modell auch mit SCID (severe combined immundeficiency) Mausen, also Mausen, denen
B- sowie T-Zellen fehlen, ebenfalls funktioniert (Dieleman, Ridwan et al. 1994). Sommer konnte zu
dem zeigen, dass insbesondere IL-6 auch auRerhalb des klassischen Signalings und Transsignalings via

IL-6/I1L-6R einen Einfluss auf den Verlauf der DSS-Colitis hat (Sommer, Engelowski et al. 2014). %’

4.2 Die besondere Bedeutung des Mikrobioms des Darms in der CED

Die Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota wird maRgeblich durch den genetischen Hintergrund, die
Haltung und die Erndhrung der jeweiligen Tiere mitbestimmt. Die folgenden Ausfiihrungen sollen illustrieren,
welchen Einschriankungen kausale Aussagen Uber Wirkungszusammenhange innerhalb einer Entziindung,
speziell der DSS-Colitis, unterliegen, wenn die Vergleichsgruppen nicht aus der gleichen Zucht entstammen und

vor Versuchsbeginn keine explizite Analyse des Mikrobioms der verwendeten Tiere erfolgt:

27 Die alleinige Behandlung von Mausen mit einem monoklonalen Antikorper gegen IL-6 (IL-6 mAbs) fuhrte zu einem leicht verbesserten
Verlauf der DSS-Colitis in der Regenerationsphase. Ein, durch gentechnische Verdnderung erzeugtes, weitgehendes Fehlen von IL-6R zeigte
jedoch keinen Einfluss auf den Verlauf der Regeneration in der DSS-Colitis (Sommer, Engelowski et al. 2014).
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In der mutualistischen Beziehung zwischen Wirt und Mikrobiota des Darms ist das Mikrobiom physiologisch
neben der Verdauung und Fermentierung von Carbohydraten, der Produktion von Vitaminen, der Entwicklung
des darmassoziierten lymphatischen Gewebes (GALT), sowohl an der Auspragung von darmspezifischen
Immunantworten als auch an der Vermeidung der Ansiedlung von Pathogenen beteiligt (Kamada and Nunez

2013; Kamada, Seo et al. 2013).

Der besondere Einfluss der Mikrobiota des Darms beispielsweise bzgl. der Th17-Zellen wird dadurch deutlich,
dass sich die Prasenz der intestinalen Th17-Zellen bei keimfreien Mausen bzw. bei Behandlung der Mause mit
Antibiotika deutlich reduziert (lvanov, Frutos Rde et al. 2008). Ein bekannter Vertreter fir die Forcierung von
Th17-Zellen im Darm sind die mit den Clostridien verwandten SFBs (segmented filamentous bacteria), deren
Anhaftung an das Darmepithel des Wirts zu einer Steigerung der Produktion des Proteins SAA (serum amyloid
A) fuhrt, welches wiederum die Produktion von IL-6 und IL-23 durch dendritische Zellen in der Lamina propria
und dadurch eine verstarkte Differenzierung zu Thl7-Zellen nach sich zieht (lvanov, Atarashi et al. 2009;
Peloquin and Nguyen 2013). Spezielle Vertreter aus der Gruppe der Clostridien selber (Clostridium septum und
coccoides) sind hingegen entscheidend fiir die Erhaltung der Homoostase der Mukosa bei der chronisch

entziindlichen Darmerkrankung. 28

Durch Einsatz der sogenannten Altered-Schaedler-Flora (ASF), einer Bakterienbesiedlung, bestehend aus 8
verschiedenen bakteriellen Spezies, welche sich alle durch eine besondere Dominanz und Persistenz in der
normalen Mikroflora im Darm von Mausen auszeichnen, konnte eine protektive Wirkung bei Wildtypen
gegenliber DSS-Colitis, analog Uber die Induktion von regulatorischen T-Zellen, erzielt werden (Geuking,
Cahenzli et al. 2011).%° Insgesamt sind derzeit allein aus der Gruppe der kommensalen Bakterien mindestens 5
protektive und 14 induzierende Vertreter bzgl. der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen bekannt

(Kamada, Seo et al. 2013).

Analog zur chronisch entziindlichen Darmerkrankung spielt auch bei dem Colitis assoziierten Darmkrebs das
intestinale Mikrobiom eine entscheidende Rolle, da es sowohl qualitativ wie quantitativ die Krebsentwicklung
wesentlich beeinflusst (Gueimonde, Ouwehand et al. 2007; Uronis, Muhlbauer et al. 2009; Arthur, Perez-
Chanona et al. 2012). Je nach Art der Stérung der Homdostase der intestinalen Mikroflora und der hier
vorherrschenden Bakterienspezies kommt es zu unterschiedlicher Forderung der entziindungsassoziierten
Darmkarzinogenese. Barteriodes fragilis fordert die Darmkarzinogenese beispielsweise durch forcierte

Schleimhautschaden und Colitis mit folgender STAT3-Aktivierung und IL-17-Produktion (Wu, Rhee et al. 2009).

28 5o fihrte die Kolonisierung von 46 Erregerstammen von Clostridien bei Wildtypen zu einer Induktion von IL-10 produzierenden T-Reg
Zellen in der Lamina propria und damit unter anderem auch zu einem Schutz gegentiber einer DSS-Colitis. Diese Wirkung der Clostridien-
Stdmme war um so starker, je frither die entsprechenden Wildtypen mit ihnen konfrontiert waren (maximale Wirkung bei Lebensalter von
2 Wochen) (Atarashi, Tanoue et al. 2011).

29 50 erstaunt es nicht, dass DSS-Colitis durch eine antibiotische Behandlung (Metronidazol, Vancomycin und Imipenem) reduziert oder gar
vermieden werden kann, aber auch umgekehrt eine probiotische Behandlung die DSS-Colitis forcieren kann. Umgekehrt gilt aber auch, dass

sich die DSS-Colitis auch bei keimfreien Mdusen in mindestens gleichem Umfang wie bei vergleichbaren Wildtypen zeigt (Elson, Cong et al.
2005).
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4.3 Selektive IL-6-Blockade zur Reduktion von Infektionen im Rahmen der CED-Therapie

Alle in der Behandlung von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen eingesetzten Immunsupressiva fihren
zu einer deutlichen Erhéhung des Infektionsrisikos, welches sich bei einer Kombinationstherapie noch erheblich
verstarkt (Toruner, Loftus et al. 2008). Eine deutliche Erhéhung des Infektionsrisikos ist, wie in der Einleitung
bereits erldutert, auch bei einer globalen Blockade von IL-6 im Rahmen einer Behandlung mit Tocilizumab zu

beobachten (Schiff, Kremer et al. 2011).

Flr eine bakterielle Infektion mit Listeria monocytogenes konnte gezeigt werden, dass die Kontrolle dieser
Infektion maRgeblich durch klassisches Signaling von IL-6 beeinflusst wird. So fiihrte eine globale Blockade von
IL-6 zu einer Intensivierung der Infektion, wahrend eine selektive Blockade des Transsignalings mittels
injiziertem sgp130Fc keinen Einfluss auf das Infektionsgeschehen zeigte. Die Ergebnis bestatigte sich auch im
Vergleich von sogenannten IL-6-knock-out-Mausen, die nicht Gber eine Expression von IL-6 verfligen, zu
transgenen sgpl30Fc-Mausen, in denen lediglich das Transsignaling durch eine dauerhaft erhohte
Serumkonzentration von sgpl30Fc blockiert ist: Die IL-6-knock-out-Md&duse zeigten einen schwereren

Infektionsverlauf im Vergleich zu den transgenen sgp130Fc-Mausen (Hoge, Yan et al. 2013).

Allerdings konnten auch im Rahmen einer Infektion mit Listeria monocytogenes Unterschiede in der
Immunreaktion bei Injektion von sgp130Fc im Vergleich zu einer dauerhaft erhéhten Serumkonzentration von
sgp130Fc bei transgenen sgp130Fc-Mausen beobachtet werden. Eine dauerhafte Blockade des Transsignalings
bei den transgenen sgp130Fc-Mdusen fiihrte im Entziindungsverlauf zu einer Verringerung der Monozyten und
zu einer verbesserten Infektionskontrolle im Vergleich zu den mit sgp130Fc injizierten M&usen. Als Erklarung
fir diesen Unterschied wird eine durch die dauerhafte Blockade des Transsignalings bedingte Anderung der

Entwicklung und der zellularen Zusammensetzung des Immunsystems vermutet (Hoge, Yan et al. 2013).

Bei dem hier angewendeten Entziindungsmodell der DSS-Colitis handelt es sich um eine chemische Induktion
der Erkrankung. Interaktionen, wie sie zwischen pathogenen und kommensalen Bakterien im Rahmen einer
Darmentzindung stattfinden und die im obigen Modell der Infektion mit Listeria monocytogenes eine wichtige

Rolle spielen, sind hier nicht bzw. nur begrenzt darstellbar.

Die Ergebnisse einer durch bakterielle Infektion bzw. chemisch ausgelosten Darmentziindung sind daher nicht
zwingend vergleichbar. Daher widersprechen die Ergebnisse von Hoge et. al. nicht den hier vorgestellten
Untersuchungsergebnissen, in denen eine dauerhafte Blockade des Transsignaling bei den transgenen
sgp130Fc-Mausen klinisch zu einem verstarkten Gewichtsverlust fiihrte, wahrend die Injektion von sgp130Fc

den Gewichtsverlust im Rahmen der DSS-Colitis signifikant reduzierte.

Ein signifikanter Unterschied im Ausmal} der Ulzeration im Darm war auch in der DSS-Colitis zwischen diesen
Maustypen nicht zu beobachten. Es ergaben sich aber auch in der vorliegenden Arbeit Unterschiede in den
Haufigkeiten der Makrophagen im Entziindungsverlauf: Wahrend die Injektion von sgp130Fc auch in der DSS-
Colitis zu einer Verringerung der Makrophagen analog den Ergebnissen von Hoge fiihrte, zeigte sich bei den
transgenen sgpl30Fc-Mdusen nur eine im Vergleich zu den Wildtypen verzogerte Rekrutierung der

Makrophagen.
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Grundsatzlich kann man zwei Gruppen von Makrophagen unterscheiden:

e Klassisch aktivierte Makrophagen (M1-Makrophagen) vermitteln die Abwehr von Bakterien, Viren und
Protozoen. Die Rekrutierung dieser Makrophagen erfolgt, wie oben beschrieben, mit Hilfe des
Transsignalings von IL-6 (Rabe, Chalaris et al. 2008) und ist folglich bei transgenen sgp130Fc-Mausen
blockiert.

e Alternativ aktivierte Makrophagen (M2-Makrophagen) haben eine antiinflammatorische Funktion und
regulieren die Wundheilung. Die Proliferation dieser M2-Makrophagen erfolgt IL-4 abhdngig auf
lokalem Weg (Jenkins, Ruckerl et al. 2011) und wird durch IL-6 induziert (Mauer, Chaurasia et al.

2014)%.

Ausgehend von einer dauerhaften Blockade des Transsignalings bei den transgenen sgp130Fc-Méausen liegt die
Vermutung nahe, dass es sich bei dem verzégerten Anstieg der Makrophagen im Fall der transgenen sgp130Fc-
Mause um M2-Makrophagen handelt. Diese antiinflammatorischen M2-Makrophagen fiihren nicht zu einer
Forcierung des Entziindungsgeschehens und damit auch nicht zu einer VergréRerung von histologisch

nachweisbaren Ulzerationen im Darm.

Allerdings haben M2-Makrophagen einen positiven Einfluss auf das Tumorwachstum (Murray and Wynn 2011).
So kénnte erklarbar sein, warum die transgenen sgp130Fc-Mause innerhalb des AOM-DSS-Modells nicht, wie
bei peritonealer Injektion von sgpl30Fc, eine reduzierte Karzinogenese im Vergleich zu den Wildtypen

aufzeigten.

Ausgehend von der proinflammatorischen Wirkung des Transsignalings liegt in jedem Fall eine groRe Chance in
der selektiven Blockade dieses Signalwegs durch Injektion von sgp130Fc, die Rate von schweren Infekten im

Rahmen einer Behandlung von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen deutlich zu reduzieren.

4.4 Metabolische Auswirkungen bei Blockade von TNFa und IL-6

Wie fiir andere Krankheitsbilder (z.B. Psoriasis) beschrieben, besteht ein klarer Zusammenhang zwischen
Nichtansprechen der TNFa-Antikorper-Therapie und hohem Body-MalR-Index zu Beginn der Therapie (Di Lernia,
Ricci et al. 2014). In diesem, fir die TNFa-Antikérper-Therapie kritischen Bereich von Ubergewichtigen
Patienten, konnte sich eine Therapie auf Basis einer selektiven IL-6 Blockade mit sgp130Fc als liberlegener
Ansatz etablieren: Sie vermeidet die negativen metabolischen Nebenwirkungen einer globalen Blockade von IL-
6R in Form einer erheblichen Gewichtszunahme (Nishimoto, Kanakura et al. 2005; Maini, Taylor et al. 2006;
Smolen, Beaulieu et al. 2008; Kraakman, Allen et al. 2013), ohne die positive Wirkung des klassischen Signalings

von IL-6 auf die Homdostase der Glukose- und Lipidkonzentration zu blockieren:

30 |-6 induziert hierbei die verstarkte Expression des Rezeptors von IL-4 (IL-4R) und erhoht hiertiber die Giber IL-4 gesteuerte Aktivierung
des Signalubertragers und Transkriptionsaktivators 6 (STAT6). Dieser Signalweg tber IL-4 und STAT6 ist wiederum der starkste Ausloser fur
eine M2-Polarisierung von Makrophagen (Mauer, Chaurasia et al. 2014).
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e sIL-6R ist ein wesentliches chemotaktisches Zytokin innerhalb eines Diabetes vom Typ 2. Die selektive
Blockade des Transsignalings von IL-6 durch sgp130Fc vermeidet die Akkumulation von Makrophagen
des Fettgewebes, vermeidet aber die metabolischen Nebenwirkungen z.B. einer Leberentziindung,
die bei einer globalen Blockade von IL-6 in diesem Zusammenhang beobachtet werden kdnnen
(Matthews, Allen et al. 2010; Kraakman, Kammoun et al. 2015).3!

e Das von weillem Fettgewebe sezernierte IL-6 fiihrt im Rahmen einer Entziindungsreaktion zu einer
erhohten Konzentration TNFa und M1-Makrophagen, die eine Insulinresistenz fordern (Hotamisligil,
Shargill et al. 1993; Hotamisligil, Arner et al. 1995; Lumeng, Bodzin et al. 2007; Patsouris, Li et al.
2008).

e Umgekehrt fordert das intramuskular sezernierte IL-6 die Fettsdureoxidation (Pedersen and Febbraio
2008) und erhéht tber klassisches Signaling (mIL6R) in intestinalen L-Zellen und a-Zellen im Pankreas
die Insulinsekretion. 32 Zusétzlich bewirkt intramuskulér sezerniertes IL-6 in diesem Zusammenhang
einen Anstieg von M2-Makrophagen und damit einen Anstieg der Glukosetoleranz und hat einen
antiinflammatorischen Effekt im Rahmen einer Entziindungsreaktion auf Lipopolysaccharide (LPS)

(Mauer, Chaurasia et al. 2014).

Gerade unter anderem bei bestehendem Diabetes Typ 2 kann daher eine durch die Globale IL-6 Blockade eine
so reduzierte Insulinsekretion auf Basis einer verringerten GLP-1 Sekretion der L- und a-Zellen im Pankreas das
metabolische Krankheitsgeschehen eventuell sogar mehr forcieren als lindern (Franchimont, Gangji et al. 1997;
Wallenius, Wallenius et al. 2002; Ellingsgaard, Ehses et al. 2008; Ellingsgaard, Hauselmann et al. 2011;
Kraakman, Allen et al. 2013). Durch selektive Blockade der proinflammatorischen Wirkung von IL-6 mittels

sgp130Fc und damit gleichzeitigem Erhalt des klassischen Signalings kann dies vermieden werden.

4.5 Mogliche Perspektiven von sgp130Fc in der Behandlung

von Morbus Crohn und Colitis ulcerosa

Wie in der Einleitung ausfiihrlich erlautert wurde, besteht sowohl flir Morbus Crohn als auch Colitis ulcerosa
eine gemaR der Leitlinie abgestufte Strategie der medikamentésen Behandlung, in deren Mittelpunkt die
Immunsupression mit Kortikosteroiden sowie bei unzureichender Wirksamkeit der Einsatz weiterer
Immunsupressiva wie Azathioprin oder TNFa-Antikérpern steht. Die klinische Effektivitat der Behandlung mit
TNFa-Antikorpern (Infliximab, Adalimumab, Certolizumab sowie Golimumab) fir die chronisch entziindliche
Darmerkrankung gegeniber Placebo konnte in insgesamt 19 Studien hinreichend nachgewiesen werden

(Dretzke, Edlin et al. 2011; Schreiber, Lawrance et al. 2011; Kawalec, Mikrut et al. 2013). Dies gilt sowohl fir die

31 Eine durch sgp130Fc induzierte Reduktion der Makrophagen im Fettgewebe fiihrte jedoch nicht zu einer Verbesserung beztglich der
Insulinresistenz (Kraakman, Kammoun et al. 2015).

32 Ursschlich hierfir ist die hohe Konzentration von membrangebundenen IL-6-Rezeptoren bei intestinalen L-Zellen und a-Zellen des
Pankreas. Das klassische Signaling von IL-6 fuhrt bei den intestinalen L-Zellen zu einer forcierten Sekretion des Inkretins  (stimulation
insulin release hormon) GLP-1 (Glucagon-like peptide-1). Bei den a-Zellen des Pankreas erhoht sich durch das klassische IL-6-Signaling
neben dem GLP-1-Vorldufer Proglucagon auch die Konzentration des Enzyms PC1/3 relativ zum Enzym PC2. Wahrend PC2 fir die
Umwandlung von Proglucagon in Glucagon verantwortlich ist, wird durch erhéhte Konzentration von PC1/3 verstérkt Proglucagon in GLP-1
umgesetzt und sezerniert. Die insgesamt erhdhte Konzentration von GLP-1 bewirkt in den B-Zellen des Pankreas eine entsprechende
Insulinausschiittung (Ellingsgaard, Hauselmann et al. 2011).
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Erzielung einer Remission in einer akuten Entziindung als auch fir die Erhaltung der Remission. Gleiches gilt
auch fiur die Abheilung von Fisteln bei Morbus Crohn. Der Einsatz von Infliximab im Rahmen der Behandlung
von Morbus Crohn wurde auch in vier Wirtschaftlichkeitsstudien als kosteneffektiv eingestuft (Dretzke, Edlin et
al. 2011), wenngleich auch diesen Wirtschaftlichkeitsrechnungen immer eine gewisse Subjektivitdt hinsichtlich
ihrer zugrundliegenden Annahmen bescheinigt werden muss. Insofern ist der Einsatz von TNFa-Antikdrpern
gemaR der Leitlinie eine etablierte Vorgehensweise in der Behandlung der chronisch entziindlichen

Darmerkrankung.

Trotzdem verbleiben aber eine Reihe von Problemen in der Behandlung von chronisch entzlindlichen

Darmerkrankungen:

e Ein primdres Therapieversagen zum Beispiel bei TNFa-Blockern von 10-30% und ein sekundares
Versagen im Verlauf des ersten Behandlungsjahres von 30-40% (Hanauer, Feagan et al. 2002;
Colombel, Sandborn et al. 2007; Schreiber, Lawrance et al. 2011) zeigt jedoch die Notwendigkeit auf
flr alternative Ansatze, wie einer Hemmung der Entziindung durch Blockade von IL-6.

e Alle in der Behandlung von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen eingesetzten
Immunsupressiva flihren zu einer deutlichen Erhdohung des Infektionsrisikos, welches sich bei einer
Kombinationstherapie noch erheblich verstarkt (Toruner, Loftus et al. 2008).

e Nach heutiger Leitlinie ist vor Beginn einer TNFa-Therapie das Tuberkulose-Screening, bestehend aus
Tuberkulin-Test, klinischer Untersuchung und Anamnese sowie Rdntgenuntersuchung, tblich. Hiermit
sollen Patienten mit ruhender Tuberkulose weitestgehend vor der Behandlung ausgemustert werden.
Aktuelle Félle zeigen jedoch, dass es auch zu einer de novo Entwicklung von Tuberkulose, trotz
negativem Test, unter TNFa-Therapie kommen kann (Debeuckelaere, De Munter et al. 2014). Im
Unterschied zu TNFa zeigte sich im Tierversuch bei Einsatz von transgenen sgp130Fc-Mdausen jedoch
keine Stérung der protektiven Immunantwort nach Infektion mit Mycobacterium tuberculosis
(Sodenkamp, Waetzig et al. 2012). Somit kdnnte sich auch unter diesem Aspekt die selektive sgp130-
Therapie nicht nur fur die an (ruhender) Tuberkulose erkrankten Patienten, sondern auch auch
allgemein hinsichtlich des Risikos fiir eine de novo Entstehung von Tuberkulose unter Immuntherapie,

als tiberlegen gegeniiber der TNFa-Theapie erweisen.

Diese Beispiele sollten neben der oben ausgefiihrten Problematik von Ubergewicht und Diabetes hinreichend
die Potentiale eines selektiven Ansatzes einer IL-6-Blockade des Transsignalings mit sgp130Fc gegeniber einer
allgemeinen Immunsupression bzw. einer globalen IL-6-Blockade wie mit Tocilizumab gerade im Bereich der

chronisch entziindlichen Darmerkrankungen verdeutlichen.

So bleibt es wiinschenswert, dass sgpl30Fc als selektive IL-6-Transsignaling-Blockade mdglichst bald als
potentielle Alternative zur TNFa-Therapie bzw. als Alternative zum Einsatz globaler IL-6-Blocker seine

Uberlegenheit auch in klinischen Studien unter Beweis stellen kann.
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5 Zusammenfassung

Die chronisch entziindlichen Darmerkrankungen, Morbus Crohn und Colitis ulcerosa, stellen mit tGber 320.000
Betroffenen allein in Deutschland ein erhebliches Patientenkollektiv dar. Derzeitige Behandlungsansatze,
speziell Kortison, Immunsuppressiva und TNFa-Blocker, konnen den Krankheitsverlauf erheblich verbessern,
sind jedoch aufgrund von Nebenwirkungen, Unvertraglichkeiten und selektivem Therapieversagen nicht fiir alle
Patienten wiederholt bzw. dauerhaft einsetzbar. IL-6 spielt sowohl im Entziindungsverlauf als auch in der mit
der Colitis ulcerosa assoziierten Darmkarzinogenese eine zentrale Rolle und stellt somit ein geeignetes Ziel zur
Behandlung dieser Krankheiten dar. Der hier verfolgte Behandlungsansatz mit sgpl30Fc ist sonstigen
pauschalen IL-6-Blockern Uberlegen, da er eine selektive Blockade des proinflammatorischen Signalweges tber
sIL-6R (Transsignaling) ermdglicht, wahrend der antiinflammatorische Signalweg tber mlIL-6R (klassisches
Signaling) erhalten bleibt. Im Folgenden wurden 3 Versuchsgruppen (M&use mit transgen erhdhter Expression
von sgpl30Fc sowie C57BL/6N Wildtypen mit und ohne peritonealer Injektion von sgpl130Fc)

gegenlbergestellt.

Der erhebliche Einfluss eines unterschiedlichen Mikrobioms der verwendeten Versuchstiere auf die hier
erzielten Ergebnisse kann trotz iberwiegend einheitlicher Tierhaltung und Ernadhrung schon aufgrund der
genetischen Manipulation bei transgenen sgp130Fc-Mausen gerade bei dem hier verwendeten Modell der DSS-
Colitis nicht ausgeschlossen werden. Zudem fiihrte die in der ersten Versuchsreihe des AOM-DSS-Modells
verwendete Charge des Wirkstoffs AOM von Sigma Aldrich bei Einsatz in einem weiteren Krebsmodell im
Unterschied zur hier beschriebenen Versuchsreihe zu einem nicht erkldarbaren frihzeitigen Tod der

Versuchstiere.

Die durchgefiihrten Tierversuche zur DSS-Colitis zeigen klinisch eine deutliche Reduzierung bzw. Vermeidung
der Colitis bei peritonealer Gabe von sgpl30Fc, wahrend transgene Tiere mit genetisch induzierter
Uberexpression von sgpl30Fc einen signifikant erhdhten Gewichtsverlust nach DSS-Gabe aufwiesen —
histologisch zeigten sich hinsichtlich des Ausmalles an Ulzerationen keine signifikanten Unterschiede. Nach
erfolgter Entziindung ergab sich, gemessen anhand der Gewichtsentwicklung, bei den transgenen Tieren eine
verzogerte Regeneration. Durchflusszytometrische Untersuchungen zeigten erste Hinweise auf
unterschiedliche Verlaufe, speziell in der Makrophagenrekrutierung im Entziindungsverlauf zwischen den
betrachteten Tiergruppen. Zudem konnte, im Unterschied zu den peritoneal mit sgp130Fc injizierten Tieren, bei
den transgenen Versuchstieren eine deutlich starkere Zunahme der sgp130Fc-Konzentration in der Lamina
propria des Kolons im Entziindungsverlauf beobachtet werden. Auch war das relative Gewicht der
mesenterialen Lymphknoten, bezogen auf das Gesamtkorpergewicht, bei den transgenen Versuchstieren an
Tag 8 nach Start der DSS-Gabe signifikant hoher als bei den anderen Maustypen. Die hier beobachteten
Unterschiede zwischen transgenen und injizierten Versuchstieren deuten auf eine verdnderte Immunantwort

bei den transgenen Tieren durch die dauerhafte Blockade des Transsignalings hin.
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Zur  Untersuchung der Wirkung einer permanenten Erhdhung von sgpl30Fc auf die mit chronisch
entzlindlichen Darmerkrankungen assoziierte Darmkarzinogenese wurden transgene sgpl130Fc-Mause ihren
Wildtypen (C57BL/6N) im Rahmen des DSS-AOM-Modells gegeniibergestellt. Hierbei wurde durch wiederholte
Gabe von DSS in Verbindung mit dem Karzinogen AOM eine Tumorgenese induziert. Die klinisch erhdhte
Anfalligkeit der transgenen sgp130Fc-Maus bezliglich DSS, sowohl bezogen auf den maximalen Gewichtsverlust
als auch auf die Dauer der Regeneration, hatte auch einen signifikanten Unterschied in der darauf
aufbauenden, AOM-induzierten Karzinogenese nach 100 Tagen erwarten lassen. Es zeigten sich jedoch keine
signifikanten Unterschiede in der Tumoranzahl, Tumorload und Tumormasse zwischen den Vergleichsgruppen.
Dies weist einerseits auf einen hemmenden Effekt von sgp130Fc auf die AOM-induzierte Zellproliferation hin,
wie er auch in der bestehenden Literatur beschrieben ist. Andererseits liegt die bei der transgenen sgp130Fc-
Maus beobachtete Tumorentwicklung deutlich Uber den aus der Literatur bekannten Ergebnissen bei
peritonealer Gabe von sgp130Fc, sodass auch dieser Unterschied auf eine veranderte Immunantwort bei den

transgenen Tieren durch die dauerhafte Blockade des Transsignalings hin deutet.

Die Reduktion der Colitis im Rahmen des DSS-Modells bei peritonealer Gabe von sgp130Fc und die durch
sgp130Fc induzierte Reduzierung zusatzlicher Zellproliferation aufgrund gesteigerter Entziindung im DSS-AOM-

Modell bestatigt das Potential von sgp130Fc fir die chronisch entziindlichen Darmerkrankungen.

Das aufgrund des selektiven Ansatzes potentiell glinstigere Nebenwirkungsprofil von sgp130Fc, insbesondere
hinsichtlich schwerer Infektionen und geringerer metabolischer Nebenwirkungen, kann die Attraktivitat dieses

Behandlungsansatzes, vor allem fiir spezielle Patientengruppen wie Diabetiker, zusatzlich steigern.
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Pravalenz, Inzidenz und wirtschaftliche Dimension der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen

Ausgehend von groben Schatzwerten und unter dem Vorbehalt einer groBen Dunkelziffer fiir milde Verlaufe liegt die
Inzidenz fir Morbus Crohn in Mitteleuropa bei 5,2 bis 8,6 pro 100.000 Einwohner (Shivananda, Lennard-Jones et al.
1996; Vind, Riis et al. 2006), wobei Deutschland hier im Vergleich mit 5,2 den niedrigsten Wert aufweist (Timmer,
Breuer-Katschinski et al. 1999). Fir die Colitis ulcerosa wird eine Inzidenz in Deutschland von 3,0 bis 3,9 pro 100.000
Einwohner geschatzt (Timmer and Goebell 1999; Ott, Obermeier et al. 2008). Ausgehend von einer haufig frilhen
Erstmanifestation der Erkrankungen und ihrem chronischen Verlauf korrespondieren diese Inzidenzen mit einer
Pravalenz von 160 bis 250 pro 100.000 Einwohner in der westlichen Welt (Loftus, Delgado et al. 2008; Lowe, Roy et al.
2009). In Deutschland geht man derzeit von 320.000 Patienten mit chronisch entziindlicher Darmerkrankung aus, je

50% davon mit Morbus Crohn bzw. Colitis ulcerosa (Hoffmann, Preiss et al. 2008).

Auch wenn die jeweiligen Kostenschdtzungen fiir Morbus Crohn und Colitis ulcerosa teilweise voneinander
abweichen, liegen aktuelle Schatzungen fur direkte, jahrliche medizinische Ausgaben bei 2.582€ fir Morbus Crohn-
und 1.837€ fir Colitis ulcerosa-Patienten, wovon wiederum der Grofteil auf Arzneimittelausgaben entfillt. Einen
groBen Zuwachs verzeichnen hierbei Biologika, also gentechnisch hergestellte Proteine, und hierbei insbesondere
Hemmstoffe des Tumornekrosefaktors (TNFa), der an der Regulierung der Zellaktivitat des Immunsystems mitwirkt.
So entfallen hierauf bei Morbus Crohn ca. 58% bzw. bei Colitis ulcerosa 30% der direkten medizinischen
Gesamtkosten, wenngleich nur 8,2% bzw. 2,5% aller Morbus Crohn- bzw. Colitis ulcerosa-Patienten einen TNFa-
Blocker einsetzten (Prenzler, Mittendorf et al. 2009; Prenzler, Bokemeyer et al. 2010; Prenzler, Bokemeyer et al.
2011). Kosten fur chirurgische Eingriffe und stationdre Behandlung geraten zunehmend in den Hintergrund (Rosch,
Leidl et al. 2002; Stark, Konig et al. 2006; Prenzler 2010; van der Valk, Mangen et al. 2014). Ausgehend von
Schatzungen, dass neben den direkten medizinischen Kosten auch indirekte Kosten in doppeltem Umfang durch
Arbeitsausfalle, Rente etc. hinzukommen, ergeben allein in Deutschland Hochrechnungen der jahrlichen Kosten fir

Morbus Crohn und Colitis ulcerosa einen Aufwand in Milliardenhéhe (Prenzler, Bokemeyer et al. 2011).
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CDAI - Crohn Disease-Activity Index

Der CDAI bericksichtigt 8 Faktoren, um die verschiedenen Symptome der Krankheit in ihrem Ausmaf}

guantitativ zu bewerten.

Klinische Faktoren Wertungsfaktor
Anzahl weicher Stuhlgdnge in den letzen 7 Tagen X2
Bauchschmerzen (0 = keine, 3 = starke Schmerzen) x5
Allgemeinbefinden in den letzten 7 Tagen (gut = 0, unertraglich = 4) x7
Symptomatische Behandlung von Durchfall x 30

Anwesenheit von Komplikationen: (jeweils 1 Punkt)

Arthritis, Iritis, Uveitis, Erythema nodosum, Stomatitis aphtosa,

Pyoderma gangranosum, Analfissur, -fisteln, -abszess x 20
Resistenz im Abdomen (0 = nein, 2 = fraglich, 5 = sicher) x 10
Abweichung des Hamatokrit (in%) (Frauen: 42%)

(Manner: 47%) X6

Abweichung vom Standardgewicht (in %) x1

Liegt nun der CDAI als Gesamtsumme unter 150, wird von einer Remission gesprochen. Liegt der CDAI liber 220,
spricht man von einem moderaten Krankheitsschub bzw. bei Werten liber 450 von einem schweren Krankheitsschub

(Best, Becktel et al. 1976).

66



Bestehende medikamentdse Therapien der chronisch entziindlichen Darmerkrankung

Die derzeitige Therapieempfehlung fiir die chronisch entziindlichen Darmerkrankungen in Deutschland ist
niedergelegt in den S3-Leitlinien fiir Morbus Crohn von 2014 (giiltig bis 2018) bzw. Colitis ulcerosa von 2011 (gltig bis
2016). In diesen Leitlinien wird jeweils eine Stufentherapie zur Behandlung der chronisch entziindlichen
Darmerkrankung empfohlen, in der, abgestimmt nach dem Schweregrad der Entziindung und ihrer Ausbreitung bzw.
Lokalisation, unterschiedliche Pharmazeutika zum Einsatz kommen. Neben diesen auf Immunsuppression und
Entziindungsreduktion ausgerichteten Pharmakotherapien  steht zuséatzlich die nutritive Therapie, die eine
Vermeidung immunstimulierender Exposition zum Ziel hat. Als weitere Therapiestufe werden neben der chirurgischen
Therapie der Einsatz von TNFa-Inhibitoren zur Blockade der intestinalen bzw. systemischen Immunantwort
empfohlen. Erstes Ziel ist immer die Remissionseinleitung und deren Erhaltung. Daneben spielen aber auch die
Erhéhung der Lebensqualitat, die Vermeidung oder zumindest Abschwachung von extraintestinalen Manifestationen
und Diarrhée, eine Erhohung der Leistungsfahigkeit sowie eine Reduktion der Haufigkeit von

Krankenhausaufenthalten eine wichtige Rolle.

Medikamentose Therapieempfehlung fiir Morbus Crohn im Uberblick

Die letzte glltige S3-Leitlinie von 2014 differenziert hinsichtlich der Therapieempfehlung nach Lokalisation und
Schweregrad der Entziindung, ausgehend vom Crohn Disease Activity Index (CDAI) nach Best, in einen schwachen,
maRigen und hohen Entziindungsgrad, ohne jedoch jeweils eine exakte Definition in Form von Indexbereichen zu
nennen. Der Crohn Disease Activity Index berlicksichtigt dabei 8 verschiedene klinische Faktoren, die mit

unterschiedlichen Wertungsfaktoren multipliziert und anschlieRend addiert werden.

Schwerpunkt der Behandlung ist, ausgehend von einer UberschieBenden Immunreaktion, die Suppression des
Immunsystems mit Glukokortikoiden, die, indem sie die Zellmembran durchdringen, intrazelluldar mit speziellen
Rezeptoren einen Komplex bilden und im Zellkern die Synthese zahlreicher Proteine beeinflussen, die den
Entziindungsprozess unterhalten: Bei einer Entziindung bewirken Glukokortikoide u.a. eine Hemmung der
Gewebsinfiltration von neutrophilen Granulozyten durch eine Stoérung ihrer Adhéasion an die GefaBwand. Zusatzlich
vermindern Glukokortikoide die Lymphozytenzahl und die Interleukinproduktion und bewirken eine deutliche
Abnahme der Einwanderung von Makrophagen und der Bildung von Zytokinen. Ausgehend vom lleozdkalbefall wird
bei schwacher Entziindung die Gabe des Glukokortikoids Budesonid empfohlen, womit in bis zu 60% der Falle eine
Remission in 8-10 Wochen erreicht werden kann. Bei maRiger Entziindung ist neben Budesonid auch die systemische
Glukokortikoidgabe angezeigt, die bei 1 mg pro kg Kérpergewicht (kg/KG) Kortison pro Tag eine Remission in 92% der
Falle in 6 Wochen ermoglicht. Zusatzlich wird auch in beiden Fillen eine enterale Erndhrungstherapie als
Therapiealternative empfohlen. Bleibt auch bei hoher Entziindungsaktivitdt die systemische Glukokortikoidgabe die
erste Wahl, so wird jedoch bei Unwirksamkeit bzw. Kontraindikationen fiir Kortison der Einsatz von Immunsupressiva,
speziell Azathioprin, bzw. 6-Mercaptopurin bzw. als moglicher Ersatz auch Methotrexat empfohlen. Bei Kindern bleibt
aufgrund der erheblichen Nebenwirkungen die Erndhrungstherapie die erste Wahl. Sollte auch mit Hilfe der

Immunsupressiva keine Remission moglich sein, kommen nach Abklarung einer moglichen chirurgischen
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Behandlungsstrategie die TNFa-Blocker (Infliximab, Adalimumab, Certolizumab sowie Golimumab) zum Einsatz, die
durch Bindung an membrangebundenes wie gelostes TNFa die Freisetzung von proinflammatorischen Interleukinen
und die Einwanderung von Leukozyten in das Gewebe hemmen. Bei Crohn-Colitis mit leichter bis maRiger
Entziindungsaktivitdit wird eine Behandlung mit Sulfasalazin oder systemisch wirkenden Glukokortikoiden
vorgeschlagen, bei hoher Aktivitdt eine analoge Therapie wie bei lleozdkalbefall empfohlen. Mit dem monoklonalen
Antikorper Vedolizumab, einem selektiven Integrin-Inhibitor, ist seit Marz 2014 ein weiterer Wirkstoff fiir die
Behandlung von Morbus Crohn zugelassen. Fiir Vedolizumab wird ein geringer Grad an Nebenwirkungen postuliert, da
das hier blockierte Adhasionsmolekil, welches die Einwanderung von Lymphozyten ins Gewebe ermoglicht,
vorwiegend im Darm vorkommt. In welchem Umfang sich Vedolizumab bei therapierefraktarem Verlauf von Morbus

Crohn bewadhrt, bleibt abzuwarten (Sands, Feagan et al. 2014).

Medikamentose Therapieempfehlung fiir Colitis ulcerosa im Uberblick

Auch bei der Colitis ulcerosa geht die S3-Leitlinie von 2011 (Dignass, Preiss et al. 2011) von einer nach Lokalisation und
Schweregrad der Entziindung differenzierten Stufentherapie aus. Da sich hier im Gegensatz zu Morbus Crohn die
Entziindung kontinuierlich vom Rektum aus entwickelt, stehen lokale Behandlungsstrategien am Entziindungsbeginn
im Vordergrund. So wird beispielsweise bei einer leichten bis maRigen Proktitis 5-Aminosalicylsaure (5-ASA) mit einer
Dosierung von >500 mg pro Tag als Suppositorium empfohlen, alternativ kénnen Mesalazinschdaume bzw. -einldufe
verabreicht werden. 5-ASA wirkt als Radikalfanger, in dem es unter anderem die Wirkung des Hitzeschockproteins
Hsp72 erhoht. Ein zusatzlicher antiinflammatorischer Effekt entsteht durch die Hemmung der Wirkung von IL-1, IL-2
TNFa und NF-kB sowie durch die Reduktion der Leukotriensynthese. Bei  ungeniigender  Wirksamkeit kdnnen
Kombinationen von Mesalazineinldufen mit topischen Steroiden bzw. oraler 5-ASA-Gabe angesetzt werden. Erst bei
schwererem bzw. refraktdrem Verlauf (dauerhaft haufigere blutige Stuhlgdnge) kommt eine systemische
Steroidtherapie mit 0,5 mg/kg KG pro Tag zum Einsatz. Ist diese unwirksam oder kontraindiziert, bleibt schlieBlich nur
noch neben der chirurgischen Therapie die Mdéglichkeit der Anwendung von Calcineurin-Inhibitoren wie Ciclosporin
und Tacrolimus, deren Wirkungsweise auf der Hemmung von Transkription und Freisetzung von Zytokinen (IL-2, TNFa,
INFy etc.) in T-Zellen beruht. Die Behandlung der schweren Colitis ulcerosa erfolgt nach Abwagung der chirurgischen
Alternativen unter stationdren Bedingungen als intraventse Steroidtherapie bzw. bei Intoleranz respektive
Kontraindikation mit Ciclosporin, Infliximab oder Tacrolimus. Bei neudiagnostizierter Colitis ulcerosa konnte bei 50%
der Patienten durch entsprechende Steroidgabe eine komplette Remission nach 30 Tagen erreicht werden (Ho, Chiam
et al. 2006). Alternativ zu den Calcineurininhibitoren sind auch hier wieder die TNFa-Blocker (Infliximab, Adalimumab
sowie Golimumab) zur Behandlung der Colitis ulcersoa zugelassen und auch hier kann seit 2014 bei

therapierefraktarem Verlauf auf Vedolizumab zuriickgegriffen werden.
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Ubergreifende Problematik der aktuellen medikamentdsen Therapie

Die oben skizzierten Empfehlungen der Leitlinien fir eine medikamentdse Therapie ermdéglichen in vielen Fallen der
chronisch entziindlichen Darmerkrankung eine vorilibergehende Remission der Erkrankung oder zumindest
vorubergehend eine deutliche Erhéhung der Lebensqualitdt. Ungeachtet dieser Erfolge ist jedoch bei einem grofRen
Teil dieser Patienten im Laufe ihrer Krankheitsgeschichte ein chirurgischer Eingriff notwendig. Bei Morbus Crohn sind
ein refraktdrer Therapieverlauf, insbesondere bei ileozokalem Befall, Obstriktionen, Darmfisteln, aber auch
Perforationen, Abzesse und Blutungen mogliche Indikationen fiir einen chirurgischen Eingriff. Bei der Colitis ulcerosa
steht neben refraktarem Therapieverlauf, Blutungen oder toxischem Megakolon auch die onkologische Prévention im
Vordergrund, denn hier ist auch, aufgrund der kontinuierlichen vom Rektum ausgehenden Ausbreitung, eine Heilung
durch Proktokolektomie moglich. Bei Morbus Crohn zwingt bei 70 % der Patienten der Verlauf nach 10 Jahren zu einer
operativen Intervention, bei Colitis ulcerosa liegt die Wahrscheinlichkeit mit 35% (iber den gesamten

Krankheitsverlauf niedriger (Wehkamp J. 2016).

Neben den kurativen Grenzen der medikamentdsen Therapie ist auch der Einsatz der obigen Pharmazeutika in einer
Reihe von Féllen kontraindiziert. Dies gilt fir empfohlene Medikamente bei schwacher bis méaRiger chronisch
entziindlicher Darmerkrankung , wie zum Beispiel bei 5-ASA-Produkten, speziell Sulfasalazin3?, welches kontrainduziert
ist fir Allergiker und Asthmatiker, oder auch Mesalazin, kontrainduziert bei Leber- und Nierenfunktionsstérungen, als
auch insbesondere fiir den Einsatz von Immunsupressiva und TNFa-Blockern speziell bei langerer Anwendung. So ist
beispielsweise Infliximab kontrainduziert bei Abszessen. Zudem wird zum Beispiel bei Infliximab, einem chimaren,
human-murinen, monoklonalen Antikérper, die Wirkung bei langeren Einnahmen durch die Entwicklung von

Autoantikdrpern limitiert.

Eine Blockade des Immunsystems bedeutet auch eine deutliche Erhéhung des Infektionsrisikos bzw. die Gefahr fir
den Ausbruch vormals ruhender Erkrankungen wie Tuberkulose (Herdegen 2010; Bokemeyer, Hommes et al. 2012).
Bereits bei einer Monotherapie mit Kortikosteroiden, Azathioprin oder Infliximab ist das Risiko flr einen Patienten mit
chronisch entziindlicher Darmerkrankung an einer opportunistischen Infektion zu erkranken um einen Faktor 3
erhoht. Bei einer haufig erforderlichen Kombinationstherapie steigt dieses Risiko noch einmal deutlich an (Toruner,

Loftus et al. 2008).

Eine weitere Problematik der obigen medikamentdsen Therapie liegt in den teilweise erheblichen Nebenwirkungen
der eingesetzten Pharmazeutika. Obwohl allgemein der Einsatz von Sulfasalazin/Mesalazin als sicher und vertraglich
eingestuft werden kann (Sutherland L 2006), klagen 15% der hiermit behandelten Patienten Uber Diarrhden,
Kopfschmerzen, Ubelkeit, Erythem und Thrombozytopenie (Dignass, Preiss et al. 2011). Bei Patienten mit Crohn-Colitis
flhrte die hohe Nebenwirkungsrate zu einem Abbruch der Therapie bei 30% der Patienten (Hoffmann, Preiss et al.
2008). Die langerfristige Einnahme von hochdosierten Kortisonpraparaten ist wegen der zu erwartenden

Nebenwirkungen (Cushing Syndrom mit Osteoporose, Diabetes Mellitus, Stammfettsucht, Muskelschwund) generell

33 gulfasalazin wird im Kolon durch die Azoreduktase in 5-ASA und Sulfapyridin aufgespalten. Sulfapyridin hat zwar auch einen
antiinflammatorischen Effekt, ist aber gleichzeitig fur einen GroRteil der Nebenwirkungen von Sulfasalazin verantwortlich.
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kontraindiziert. Nebenwirkungen von Azathioprin schlieBen Ubelkeit, Magen-Darm-Ulzera und eine Pankreatitis ein,
welche immerhin bei 3% aller hiermit behandelten Patienten auftritt (Dignass, Preiss et al. 2011). Die auftretende
Leukopenie kann jedoch durchaus therapeutisch erwiinscht sein. Die im Rahmen einer schweren Colitis ulcerosa
eingesetzten Immunsuppressiva (Ciclosporin, Tacrolimus) werden hinsichtlich ihrer Nebenwirkungen als

nephrotoxisch, hepatotoxisch sowie neurotoxisch (Parasthesien, Tremor) eingestuft.

Bei einer Monotherapie mit TNFa-Blockern ist von einem primdren Therapieversagen von 10-30% auszugehen, ein
sekundares Versagen, das im Verlauf des ersten Behandlungsjahres auftritt, liegt bei 30-40% (Hanauer, Feagan et al.
2002; Colombel, Sandborn et al. 2007; Schreiber, Khalig-Kareemi et al. 2007). Zudem steigt bei einer Therapie mit
TNFa-Blockern das Risiko flir Melanome (Long, Martin et al. 2012). Eine Kombinationstherapie von TNFa-Blockern und

Thiopurinen erhoht zusatzlich das Risiko von hepatosplenischen T-Zelllymphomen (Deepak, Sifuentes et al. 2013).

Auch fiir den seit 2014 zugelassenen Wirkstoff Vedolizumab sind eine Reihe von Nebenwirkungen wie unter anderem
Kopfschmerzen, Gelenkschmerzen, Bronchitis, Magen-Darm-Entziindungen und Infektionen der oberen Atemwege

beschrieben, jedoch war die Haufigkeit dieser Nebenwirkungen vergleichsweise niedrig (Sands, Feagan et al. 2014).

Zusammenfassend |3Bt sich sagen, dass aktuell eine gut etablierte medikamentdse Therapie bei beiden Formen der
chronisch entziindlichen Darmerkrankung existiert. Insbesondere aber angesichts des chronischen Verlaufs dieser
Erkrankungen, der eine Behandlung teilweise Gber mehrere Jahrzehnte notwendig macht und des, insbesondere bei
Einsatz von Immunsupressiva deutlich erhdhten Infektionsrisikos ist, vor dem Hintergrund von potentiellen
Nebenwirkungen als auch auch abnehmender Wirkungsgrade bei wiederholten Anwendungen der bestehenden

Therapien, die Suche nach neuen zusatzlichen Wegen zur Erweiterung des therapeutischen Spektrums geboten.
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Beispiele und Problematik des Histologie-Scores von Rachmilewitz:
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CAl - Disease-Activity-Index nach Siegmund

Mit dem CAI nach Siegmund soll im Rahmen einer experimentellen Colitis die Gesamtsituation der Entziindung in den
verschiedenen klinischen Dimensionen in einer Zahl abgebildet werden. Hierzu werden zunachst Korpergewicht,
Stuhlkonsistenz und ein Haemoccult-Test. AnschlieBend werden die Mess- und Beobachtungswerte wie folgt
kategorisiert:

e Stuhlkonsistenz: 0 = normal,
1 = weich, aber geformt
2 =sehr weich
3 = Diarrhoe

e Haemmoccult: 0= negativer Haemoccult-Test
1 = positiver Haemoccult-Test
2 = sichtbare Blutspuren im Stuhl
3 = rektale Blutungen

e  Gewichtsverlust:0= 0— 5%

1= 5-10%
2=10-15%
3=15-20%
4=>20%

Die Summe der Punkte ermoglicht eine Bewertung der klinischen Gesamtsituation der Entziindung. Das hier
verwendete Modell geht zuriick auf Siegmund (Siegmund, Rieder et al. 2001)
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Kolonentnahmen im Rahmen der Versuchsreihen DSS-AOM-2 und DSS-AOM-3

(A1)

(A2)

(B1)

Abb. 34: Kolonentnahme im Rahmen der Versuchsreihen:
(A) DSS-AOM-2 (nach 115 Tagen): fur C57BL/6N-Wildtypen (A1) und transgene sgp130Fc-Mause (A2)

(B) DSS-AOM-3 (nach 100 Tagen): fur C57BL/6N-Wildtypen (B1) und transgene sgp130Fc-Mause (B2)
mit Hervorhebung makroskopisch sichtbarer Tumore (O)
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Makrophagenrekrutierung in der Entziindung via IL-6 Transsignaling
Chronifizierung der Entziindung durch IL-6

Moglichkeiten der IL-6-Blockade

Schematische Darstellung des DSS-AOM-Krebsmodells

Beispielhafte Darstellung der histologischen Bewertung des Entziindungsgeschehens fiir eine transgene
sgp130Fc Maus im Rahmen der DSS-Colitis an Tag 8 nach Start der DSS-Gabe auf Basis der Kolon-Rolle
und des Scores von Rachmilewitz

Berechnung der relativen Immunzellanteile der Leukozyten auf Basis der Durchflusszytometrie
Versuche DSS-1 und DSS-2: Gewichtsverlauf nach 3% DSS-Gabe ins Trinkwasser flir 5 Tage

Versuchsreihe DSS-1: Stuhlkonsistenz, Haemoccult und DAI nach 3% DSS-Gabe ins Trinkwasser fir 5
Tage

Gewichtsverlaufe nach 3%-iger DSS-Gabe ins Trinkwasser flir 5 Tage in den Versuchsreihen DSS-3 und
DSS-4 sowie dem Pooling beider Versuche

Gewichts- und DAI-Verlaufe nach 3%-iger DSS-Gabe ins Trinkwasser fiir 5 Tage in der Versuchsreihe
DSS-5

Vergleich der relativen Gewichte von inguinalen und mesenteriellen Lymphknoten sowie der Milz an
Tag 4 und 8 nach DSS-Gabe

Vergleich der sgp130-Konzentration in der Mukosa an Tag 4 und 8 bei DSS-Colitis (DSS-Gabe 5 Tage mit
3% ) zwischen unbehandelten und mit sgp130Fc injizierten C57BL/6N-Mé&usen und transgenen
sgp130Fc-Mausen

Histologische Beurteilung der Darmschadigung im Rahmen der DSS-Colitis bei transgenen sgp130Fc-
Mausen und C57BL/6N Wildtypen auf Basis des Histologie-Scores von Rachmilewitz und der
Ulzerationsmessung fiir den Gesamtdarm an Tag 21

Vergleich des Rachmilewitz-Scores zur qualitativen Beurteilung der Entziindungsintensitat an Tag 4 und
8 fiir mit und ohne sgp130Fc-injizierte Wildtypen und transgene sgp130Fc-Mause bei DSS-Colitis

Typische Beispiele der Entzindungsmuster nach DSS-Gabe an Tag 8 fiir eine transgene sgp130Fc-Maus
(A) einen C57BL/6N Wildtyp (B) und einen mit sgp130Fc injizierten C57BL/6N Wildtypen (C) aus der
Versuchsreihe DSS 3

Ulzerationsmessungen an Tag 8 nach DSS-Gabe in DSS-3, DSS-4 und DSS-5

Makrophagenfarbung von beispielhaften Entziindungsregionen des Kolons an Tag 4 der DSS-Colitis fir
eine C57BL/6N Wildtyp (A), eine transgene sgp130Fc-Maus (B) und einen mit sgp130Fc injizierten
C57BL/6N Wildtypen (C)
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Abb.
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Abb.

Abb.
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Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

21:

22:

23:

24:

25:

26:

27:

28:

29:

30:

31:

32:

33:

34:

Vergleich der T-Zellanteile an den Leukozyten fur den C57BL/6N Wildtyp (A) und den transgenen
sgp130Fc-Typen (B) an Tag 0 vor DSS-Gabe auf Basis einer Facs-Analyse

Vergleich der Makrophagenanteile an den Leukozyten fiir den Wildtyp (A) und den transgenen
sgp130Fc-Typ (B) an Tag O (vor DSS-Gabe) auf Basis einer Facs-Analyse

Vergleich der prozentualen Anteile der Granulozyten (Ly6G) an den Leukozyten (CD45) an Tag 4 nach
DSS-Gabe fur den Wildtyp (A), den transgenen sgp130Fc-Typ (B) und den mit sgp130Fc injizierten
Wildtypen (C)

Vergleich der prozentualen Anteile der Makrophagen (F4/80) an den Leukozyten (CD45) an Tag 4 nach
DSS-Gabe fir den Wildtyp (A), den transgenen sgp130Fc-Typ (B) und den mit sgp130Fc injizierten Typ (C)

Vergleich der prozentualen Anteile der Granulozyten (Ly6G) an den Leukozyten (CD45) an Tag 8 nach
DSS-Gabe fur den Wildtyp (A), den transgenen sgp130Fc-Typ (B) und den mit sgp130Fc injizierten
Wildtypen (C)

Vergleich der prozentualen Anteile der Makrophagen (F4/80) an den Leukozyten (CD45) an Tag 8 nach
DSS-Gabe fur den Wildtyp (A), den transgenen sgp130Fc-Typ (B) und den mit sgp130Fc injizierten Typ (C)

Vergleich der Gewichtsentwicklung von transgenen sgp130Fc-Mé&usen mit den C57BL/6N-Wildtypen
nach AOM-Gabe an Tag 0 und 2%-iger DSS-Gabe an Tag 5 fiir 7 Tage im Rahmen der Versuchsreihe DSS-
AOM-1

Kolonentnahme nach 103 Tagen im Rahmen der Versuchsreihe DSS-AOM-1 fiir den C57BL/6N-Wildtypen
(A) und die transgenen sgp130Fc-Mause (B) mit deren sgp130 -Konzentration im Serum vor
Versuchsbeginn

Beispielhafte Darstellung des Kolons von Wildtyp (A) und einer transgenen sgp130Fc-Maus (B) in der
Koloskopie (Aufnahme: Sigma-Rektumbereich): Beide Typen zeigen hier einen signifikanten Tumorbefall

Zwei illustrative Beispiele der Krebsentwicklung auf der Basis von Schnitten der Kolonrollen in HE-
Farbung im Rahmen der Versuchsreihe DSS-AOM-1 nach 103 Tage fiir den Wildtypen (C57BL/6N) (A)
und die transgene sgp130Fc-Maus (B)

Histologischer Vergleich der Karzinogenese zwischen unbehandeltem C57BL/6N-Wildtyp und dem
transgenen sgp130Fc-Typ nach 103 Tagen im Rahmen der Versuchsreihe DSS-AOM-1 hinsichtlich
Tumoranzahl, Tumorload und TumorgroRe

Beipielhafte Darstellung der histologischen Bewertung des Entziindungsgeschehens auf der Basis des
Scores von Rachmilewitz fiir verschiedene Entziindungssituationen

Die Problematik der Histoscores (z.B. Rachmilewitz) hinsichtlich der Abbildung des gesamthaften
Entziindungsgeschehens liegt in der ,,Deckelung” des Scores ab einer bestimmten Entziindungsschwere

Kolonentnahme im Rahmen der Versuchsreihen:

(A) DSS-AOM-2 (nach 115 Tagen): fir C57BL/6N-Wildtypen (A1) und transgene sgp130Fc-Mause (A2)
(B) DSS-AOM-3 (nach 100 Tagen): fiir C57BL/6N-Wildtypen (B1) und transgene sgp130Fc-Mause (B2)
mit Hervorhebung makroskopisch sichtbarer Tumore

Tabellenverzeichnis:

Tab.

Tab.

1:

2:

Ubersicht iiber die Versuchsreihen zur DSS-Colitisversuche (DSS-1 bis DSS-5)

Ubersicht (iber die Versuchsreihen zur DSS-AOM-Darmkarzinogenese (DSS-AOM-1, -2, -3)




Liste wesentlicher verwendeter Materialien und Geréte :

wesentliche Chemikalien:

Dextran Sulfat Sodium (DSS) TdB Consultancy
Azoxymethan (AOM) Sigma-Aldrich
Pencillin/Streptomycin (PS) PAA

EDTA Gibco

Fetal Calf Serum (FCS) PAA

Phosphate buffered saline (PBS) PAA

lonomycin Sigma-Aldrich
wesentliche Antikérper:

PE Rat Antimouse CD11b BD-Pharmingen
PECy7 Hamster Antimouse CD11c BD-Pharmingen

APC Hamster Antimouse CD3 BD-Pharmingen

FITC Rat Antimouse CD4 BD-Pharmingen
PE Rat Antimouse CD8a BD-Pharmingen
PE Rat Antimouse B220 BD-Pharmingen
FITC Rat Antimouse Ly6G ebioscience
APC Rat Antimouse F4/80 ebioscience
APCCy7 Rat Antimouse CD45 BD-Pharmingen
APCCy7 Rat Antimouse CD45 BD-Pharmingen
ELISA Kits:

DuoSet Mouse IL-6 R&D Systems
DuoSet Mouse IL-6R R&D Systems
DuoSet Mouse TNFa R&D Systems
DuoSet Human sgp130 R&D Systems

wesentliche Labor-Instrumente:
BD FACSCanto™ (flow cytometer) BD Biosciences Pharmingen
Zentrifuge CR3 Jouan

incubator shaker 4000 innova



Abbkiirzungsverzeichnis:

5-ASA

AK

AOM

APC

ASF

Bcl-Protein

CAD

CD

CDAI

CED

CLC-1

CNTF

CSF

Cu

CXxC

DHEA

DSS

EDTA

ERK

FACS

FCS

GALT

GLP

HBSS

HE

IL-6R

INF

5-Aminosalicylsdure

Antikoérper

Azoxymethan

Antigen prasentierende Zellen
altered Schaedler flora

B-cell lymphoma protein

Colitis assozierte Darmkarzinogenese
Clusters of Differentiation

Crohn Disease Activity Index
Chronisch entziindliche Darmerkrankung
cardiotrophin-like cytokine 1

Ciliary neurotrophic factor

Colony Stimulating Factor

Colitis ulcerosa

CX-Chemokine
Dehydroepiandrosteron

Dextran Sodium Sulfat
Ethylendiamintetraazetat
extracellular signal-regulated kinase
Fluorescense activated cell sorting
Fetal Calf serum

gut associated lymphoid tissue
Glucagon-like peptide

Hanks' Balanced Salt Solution
Hamatoxylin-Eosin

Interleukin

Interleukin 6 Rezeptor

Interferon
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JAK Januskinase

kDA kilo Dalton

KG Korpergewicht

LIF Leukemia inhibitory factor

LP Lamina propria

LPM Lamina propria Medium (pro Maus: DNEM+FCS+P/S 25ml, DNase 1,2ml, Kollagenase (D) 15,5 mg)
mAbs mononuclear antibodies

MAPK Mitogen activated protein kinase (vormals ERK)
MC Morbus Crohn

MCP1 Monocyte chemoattractant protein 1

NF-KB (nuclear factor 'k-light-chain-enhancer' of activated B-cells) — ein spez. Transkriptionsfaktor
NOD2 Nukleotid-bindende Oligomerisations-Domane 2
NP Neuropoietin

OosSM Oncostatin M

P3K Phosphoinositid-3-kinase

PASI Psoriasis Area Severity Index

PBS Phosphatgepufferte (physiologische) Salzlésung
PFA Paraformaldehyd

P/S Penicillin/Streptomycin Lésung

RA rheumatoide Arthritis

sgp130Fc soluble gp130-Fc

SOCS3 Suppressor of cytokine Signaling 3

STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3
TNF Tumornekrosefaktor

TH T-Helferzellen

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

VHH Viktor Hensen Haus (CAU-Kiel)
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